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Referat: 
BAI2 gehört  zu den  Adhesion-G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (aGPCR).  Diese bisher  wenig
untersuchte Klasse von ca. 30 GPCR ist charakterisiert durch eine komplexe genomische Struktur,
sehr  große  extrazelluläre  Domänen  und  eine  Vielzahl  von  Splicevarianten.  Bisher  ist  bei  den
meisten aGPCR, wie auch bei BAI2, wenig über ihre Signaltransduktion und Funktion bekannt.
Zum Verständnis der physiologischen Relevanz und zur Suche nach dem endogenen Agonist sind
Kenntnisse über Proteinstruktur, Splicevarianten und Signaltransduktion essentiell. 
Ziel dieser Arbeit war es, mittels verschiedener in vitro-Methoden die Proteinstruktur des BAI2 in
den transmembranären und intrazellulären Domänen näher zu untersuchen, sowie die natürlichen
Splicevarianten  in  diesem  Bereich,  deren  evolutionäre  Konservierung,  Gewebespezifität  und
Quantität zu erfassen. Für beide gefundenen Splicevarianten, eine im dritten intrazellulären Loop
(ICL3) und eine im C-Terminus,  konnte eine evolutionäre Konservierung auf  Aminosäure-  und
genomischer  Organisationsebene,  sowie  ihre  Entstehung  durch  Exonskipping  nachgewiesen
werden. Nachfolgend wurden die  Splicevarianten auf mögliche Interaktionen mit  intrazellulären
Komponenten untersucht. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass beide ICL3-Splicevarianten
natürlicherweise in einem definierten Verhältnis auftreten. Außerdem konnte gezeigt werden, dass
die lange ICL3-Variante des BAI2 nicht zu einer Änderung der Membrantopologie des Rezeptors,
einer Homodimerisierung über die zusätzliche Aminosäuresequenz oder zu einer Interaktion mit
dem C-Terminus  führt.  Die  Splicevariante  im humanen  C-Terminus  des  BAI2  konnte  als  eine
variable,  durch  Exonskipping  entstandene  Calcium-unabhängige  Calmodulin-Bindungsstelle
identifiziert werden. 
Diese Arbeit belegt die Existenz mehrerer BAI2-Isoformen in vivo. Die Struktur dieser Isoformen
lässt unterschiedliche Funktionalitäten vermuten. Auch wenn erste Untersuchungen zwischen den
beiden ICL3-Varianten keinen Unterschied ergaben, sind diese Erkenntnisse für die weitere Analyse
der Signaltransduktion und Ligandensuche bedeutend. Es ist  z.B. denkbar,  dass sich die beiden
ICL3-Varianten  in  der  G-Protein-Kopplung  oder  bei  der  Rekrutierung  von  intrazellulären
Interaktionspartnern unterscheiden oder dass die Splicevariante im C-Terminus zu einer Scaffold-
Funktion des Calmodulins führt und/oder die Signaltransduktion durch eine permanente Bindung
des Calmodulins an einer Isoform moduliert wird. 
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cLECT C-type lectin-like domain




CUB C1r/C1s urinary epidermal growth factor and bone morphogenetic domain
Cys Cystein
db database
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DNA Desoxyribonukleinsäure
DOCK180 dedicator of cytokinesis protein 1
DTT Dithiotreitol
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGF epidermal growth factor
EGF_CA Calcium bindende epidermal growth factor-like Domänen
EGF_Lam laminin type epidermal growth factor domain
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
ELMO Engulfment and cell motility
EMR epidermal growth factor (EGF) module-containing Receptor
EPTP epitempin protein domain
ER Endoplasmatisches Retikulum
EST expressed sequence tag
ETL EGF-TMVII-latrophilin-related
FBS Fötales bovines Serum
FSH Follikelstimulierendes Hormon
GABA γ-Aminobuttersäure
GABPγ GA-binding Protein γ
GBL galactose binding lectin domain
GCGR Glucagonrezeptor
GFP grün fluoreszierendes Protein
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1.1 Bedeutung der Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
Die  zelluläre  Kommunikation  wird  über  verschiedene  Familien  von  zytosolischen  und
membranären  Rezeptoren  gewährleistet.  Die  Familie  der  G-Protein-gekoppelten  Rezeptoren
(GPCR)  bildet  mit  über  900  Mitgliedern  im  humanen  Genom  die  größte  Familie  der
Transmembranrezeptoren  (Krishnan  et  al.  2012).  Die  Aufgabe  der  GPCR  ist  eine  Vielzahl
extrazellulärer Liganden wie Hormone, Proteine und Lipide zu erkennen und die Signalübertragung
in  die  Zelle  zu  gewährleisten.  Deshalb  findet  man  die  GPCR  in  allen  Gewebearten  und  in
Zusammenhang mit vielen physiologischen und pathologischen Vorgängen involviert (Bjarnadóttir
et al., 2006). Dazu passt, dass über  50% der gegenwärtig verordneten Pharmaka einen GPCR als
Hauptangriffsort haben. Dieser große Anteil steht im Gegensatz zu den nur etwa 3% der Gene im
humanen  Genom,  die  für  einen  GPCR  kodieren  (Fredriksson  et  al.,  2005).  Die  Differenz
dokumentiert die hohe medizinische und pharmazeutische Relevanz dieser Proteine (Worth et al.,
2009).  Lagerström et al. gehen davon aus, dass sensorischen GPCR inklusive der großen Gruppe
der olfaktorischen GPCR (388 Rezeptoren) nicht als pharmakologische Angriffspunkte fungieren
(Lagerström et al., 2008). Unter den verbleibenden über 350 Rezeptoren sind 50 (inklusive >39
Rhodopsin-ähnliche  Rezeptoren)  bereits  bekannte  und genutzte  „drug targets“  und immer  noch
etwa 150 Orphan-Rezeptoren. Von den bisher bekannten Liganden-bindenden GPCR finden sich
die meisten bekannten „drug targets“ in der Gruppe der biogene Amine-bindender Rezeptoren, wie
beispielsweise  die  Histamin-,  Dopamin-,  Serotonin-,  sowie  die  adrenergen  und  muscarinergen
Rezeptoren. Hier angreifende Medikamente wie Antihistamine, kardiovaskuläre Medikamente und
Antipsychotika  sind  tragende  Bestandteile  des  klinischen  Alltages.  Bei  den  Peptid-/Protein-
bindenden Rezeptoren wird aufgrund bisher wenig bekannter pharmakologischer Angriffspunkte
ein  großes  Maß  an  potentiell  möglichen  Interaktionen  erwartet.  Da  die  Peptid-bindenden
Rezeptoren in die Regulierung des Immunsystems, von Schmerz und Körpergewicht eingebunden
sind, liegt auf ihnen ein besonders hohes pharmakologisches Interesse. Auch die Lipid-bindenden
Rezeptoren  ziehen  aufgrund  ihrer  Rolle  als  spezifische  Regulationsfaktoren  vermehrt
pharmakologisches  Interesse  auf  sich.  Auch  die  zweitgrößte  GPCR-Untergruppe  nach  den
Rhodopsin-ähnlichen Rezeptoren,  die Adhesions-GPCR, bilden ein interessantes Forschungsfeld.
Bisher ist noch kein Mitglied ein bekanntes „drug target“. Aufgrund ihrer besonderen Struktur mit
langen N-Termini  aus vielen funktionellen Domänen wären sie ein denkbares Ziel  für selektive
Immuntherapie mittels monoklonaler Antikörper (Lagerström et al., 2008). 
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1.1.1 Variabilität in Struktur und physiologischer Funktion der GPCR
Allen  GPCR ist  eine  heptahelikale  Transmembrandomäne gemeinsam,  die  den  Rezeptor  in  der
Zellmembran  verankert.  Außerdem  besitzen  alle  mehr  oder  weniger  lange  N-Termini,  die  bei
manchen  Unterfamilien  verschiedene  funktionelle  oder  Liganden-bindende  Domänen  aufweisen
(Fredriksson et al., 2005). 
Detailliertere Strukturinformationen wurden in den letzten Jahren aus Röntgen-Kristall-Analysen
verschiedenster Rhodopsin-ähnlicher GPCR gewonnen. So gelang die molekulare Strukturlösung
verschiedener Rhodopsine/Opsine (Stenkamp et al.,  2002; Choe et  al.,  2011; Park et  al.,  2008),
Adenosin-Rezeptoren (Jaakola et al., 2008), adrenerger Rezeptoren (Rasmussen et al., 2007) und
Opioid-Rezeptoren (Granier  et  al.,  2012;  Manglik  et  al.,  2012).  Von nicht-Rhodopsin-ähnlichen
GPCR  wurde  bisher  nur  die  Kristallstruktur  des  Glucagon-Rezeptors  gelöst,  bei  anderen,  wie
Sekretin-, Adhesion- und GABA-GPCR, nur die Struktur der extrazellulären Domänen. Hierzu zählt
das Strukturmodell der rhamnose binding lectin (RBL)-ähnlichen Domäne des Latrophilin-1-(Lat-1)
Rezeptors (Vakonakis et al., 2008).
Die Aktivierung der GPCR erfolgt durch die Bindung des Agonists an seinen spezifischen Rezeptor.
Dadurch kommt es zu einer Konformationsänderung, die auf ein intrazelluläres heterotrimeres G-
Protein  übertragen  wird. In  Abhängigkeit  von  der  G-Protein-Selektivität  des  GPCR  können
verschiedene intrazelluläre Signalwege und Second messenger-Systeme moduliert werden (Wess,
1998). Diese Interaktionen können durch Splicing, RNA-editing und Phosphorylierung noch weiter
reguliert werden. Für einige GPCR ist außerdem bekannt, dass sie Homo- oder Heterodimere mit
anderen GPCR oder membrangebundenen Proteinen bilden. Wieder andere werden zwar aufgrund
ihrer  Struktur  als  GPCR bezeichnet,  binden  aber  sehr  wahrscheinlich  kein  G-Protein,  sondern
interagieren direkt über ihren C-Terminus (Bockaert et al., 1999). 
Nicht nur Liganden können die Aktivität von GPCR modulieren. Eine Vielzahl von genetischen
Varianten  (SNP)  als  auch  pathologisch  bedeutsame  aktivierende  und  inaktivierende  GPCR-
Mutationen finden sich in GPCR. Diese können über 30 verschiedene Erkrankungen des Menschen
auslösen.  Beispiele  hierfür  sind  die  Mutationen  im V2-Vasopressin-Rezeptorgen  (AVPR2)  bzw.
Aquaporin-2-Gen  (AQP2),  die  zu  renalem  Diabetes  insipidus  führen  (Zaki  et  al.,  2006);
aktivierende Mutationen im LH-Rezeptor-Gen, die Leydigzelltumoren verursachen können (Liu et
al.,  1999);  die aktivierenden Smoothened Mutationen in Basalzellkarzinomen (Xie et  al.,  1998);
angeborene  und  somatische  Mutationen  im  thyreotropen  Hormon  (TSH)-Rezeptorgen,  die
überfunktionierende  Schilddrüsenadenome  verursachen  (Parma  et  al.,  1993);  das  ovarielle
Hyperstimulationssyndrom bedingt  durch FSH-Rezeptormutation  (Smits  et  al.,  2003);  die  hCG-
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sensitive  FSH-Rezeptormutation  als  Grund  für  das  familiäre,  spontane  ovarielle
Hyperstimulationssyndrom  in  der  Schwangerschaft  (Vasseur  et  al.,  2003);  und  die  MC4-
Rezeptormutationen bei stark übergewichtigen Erwachsenen (Lubrano-Berthelier et al., 2006).
1.1.2 Orphan-GPCR: Rezeptoren mit unbekanntem Liganden
Die  meisten  GPCR  wurden  aufgrund  von  Sequenzhomologien  bei  der  Analyse  von
Genomsequenzen  oder  expressed  sequence  tag  (EST)  (cDNA)-Datenbanken  sowie  durch
Homologieklonierung entdeckt. Die Einordnung in bestehende GPCR-Familien erfolgt mithilfe von
Sequenzhomologien, da die Gleichheit nicht-verwandter GPCR auf Aminosäureebene gewöhnlich
unter 20 %, die von Subtypen jedoch meist zwischen 40-98 % liegt. Leider ist es nur sehr selten
möglich, über die Homologie eines Rezeptors auch auf seinen Agonsiten zu schließen. GPCR, deren
Agonist noch nicht entdeckt ist, werden als Orphan-GPCR (oGPCR) bezeichnet. Die Suche nach
diesen  endogenen  Liganden  stellt  häufig  eine  große  Herausforderung  dar.  Verschiedene
experimentelle Strategien werden dazu genutzt. Bei der Deorphanisierung war der sog. „reverse
Pharmakologie“-Ansatz mit etwa 300 deorphanisierten Rezeptoren in den letzten zwei Jahrzehnten
am  erfolgreichsten.  Die  Strategie  hierbei  ist,  den  oGPCR  in  eukaryoten  Zellen  mittels  DNA-
Transfektion zu exprimieren und Bibliotheken potentieller Agonisten auf ihre Funktion in Assays zu
untersuchen (Chung et al., 2008).
1.1.3 Einteilungen der GPCR
Eine erste Klassifizierung der GPCR erfolgte 1994 durch Attwood und Findlay sowie Kolakowski
anhand von Sequenzhomologie und funktioneller Ähnlichkeit in sechs Klassen: Rhodopsin-Familie
(A),  Secretin-Rezeptorfamilie  (B),  Glutamat-Rezeptorfamilie  (C),  fungale  Pheromon-P-  und  α-
Faktor-Rezeptoren (D), fungale Pheromon-A- und M-Faktor-Rezeptoren (E) und zyklische-AMP-
Rezeptoren (F) (Attwood und Findlay, 1994; Kolakowski, 1994). Das Klasse A-F System wurde
darauf ausgelegt, die GPCR sowohl von Vertebraten als auch von Invertebraten zu klassifizieren.
Aus diesem Grund existieren einige dieser GPCR-Familien im Menschen nicht. In den Klassen D, E
und F gibt es keine humanen Vertreter.
Zur Charakterisierung der humanen GPCR wurden diese basierend auf phylogenetischen Analysen
des  gesamten  GPCR-Repertoire  des humanen  Genoms in  fünf  Klassen  unterteilt:  Glutamat,
Rhodopsin,  Adhesion,  Frizzled/Taste2 und  Secretin (GRAFS-Klassifizierung) (Fredriksson et al.,
2003).
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Abb. 1: Phylogenetischer Baum der GPCR und der sich daraus ableitenden GRAFS-Klassifikation. Einteilung nach
phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den GPCR (TM1–TM7) im humanen Genom. Die Abbildung
und Erläuterung wurde übernommen von Fredriksson et al., 2003. 
Die  Glutamatrezeptorfamilie  besteht  aus  acht  metabotropen  Glutamatrezeptoren  (GRM),  zwei
GABA-Rezeptoren  (GABAbR1  mit  den  Splicevarianten  a  und  b,  sowie  GABAbR2),  einem
Calcium-sensing Rezeptor (CASR) und fünf weiteren Rezeptoren, von denen  angenommen wird,
dass  sie  Geschmacksrezeptoren  sind (TAS1).  Die  N-Termini  dieser  Gruppe  sind  strukturell
heterogen  und  beinhalten  lange  Cystein-reiche  Sequenzen  wie  der  CASR und  der  TAS1  oder
Liganden-Bindungsstellen wie die GABA-Rezeptoren (Fredriksson et al., 2003).
Die mit über 700 Mitgliedern größte und am besten untersuchte Untergruppe stellt die Rhodopsin-
Familie  mit  ihren  vielen  Amin-,  Nukleotid-,  Lipid-  und  Peptid-bindenden  Rezeptoren  dar.
Verglichen mit den anderen GPCR haben die Rhodopsin-GPCR bis auf einige Ausnahmen wie die
Glykoproteinhormon-Rezeptoren sehr  kurze  N-Termini  (Bjarnadottir  et  al.  2004).  Neben  dieser
Gemeinsamkeit  ist  die  Rhodopsin-Familie  sehr  heterogen  in  ihrer  Primärstruktur  und
Agonistspezifität.  Charakteristisch für  diese Familie  und bei  vielen Mitgliedern ausgeprägt  sind
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folgende Motive: NSxxNPxxY in der 7TM, DRY oder D(E)-R-Y(F) an der Grenze zwischen TM3
und  IL2.  Die  meisten  Rhodopsin-ähnlichen  GPCR  binden  ihren  Liganden  an  der
Transmembrandomäne. Eine Ausnahme stellen die Glykoproteinhormon-Rezeptoren wie die LH-,
FSH- und TSH-Rezeptoren dar, welche ihre Ligandenbindungsdomäne im N-Terminus haben.  
Die  Adhesions-GPCR  (aGPCR) werden  auch  als  A-Familie,  B2,  EGF  (EGF-Domäne  im  N-
Terminus)-TM7,  LNB (Long  N-Terminus)  -TM7 bezeichnet  und  werden  in  Kapitel  1.2.  näher
besprochen.
Die Frizzled/Taste2- Familie besteht aus den Frizzled und den TAS2-Rezeptoren. Über die TAS2-
Gruppe ist wenig bekannt, sie hat keine Gemeinsamkeiten mit den TAS1-Rezeptoren der Glutamat-
Familie und hat sehr kurze N-Termini ohne Hinweis auf eine Ligandenbindungsstelle, im humanen
Genom wurden 13 Mitglieder identifiziert. Der Name der bekannten zehn Frizzled-Rezeptoren geht
auf den gewundenen Wnt-Liganden zurück. Die Rezeptoren besitzen 200 Aminosäuren lange N-
Termini  mit  konservierten  Cysteinen,  die  wahrscheinlich  an  der  Wnt-Bindung  beteiligt  sind.
Slusarski  et  al.  und  Barnes  et  al.  konnten  durch  Ligandenbindungsassays  bzw.  Strukturanalyse
zeigen, dass es sich bei den Frizzled um echte G-Protein-bindende Rezeptoren handelt (Fredriksson
et al., 2003).
Die Secretin-Familie ist nach dem ersten, klonierten Mitglied, dem Secretinrezeptor, benannt. Der
N-Terminus  (60-80  Aminosäuren  lang)  enthält  konservierte  Cys-Brücken  und  eine
Hormonbindungsdomäne (HBD - hormone binding domain). Die bisher deorphanisierten Mitglieder
binden Peptidhormone (Schiöth et al. 2010), die sich in ihrer Aminosäurestruktur ähneln und oft
parakrin  wirken  (Fredriksson  et  al.,  2003).  Es gibt  vier  Untergruppen,  die  CRHR/CALCRL
(Corticotropin-releasing  Hormonrezeptoren/Calcitoninrezeptor),  die  PTHR  (Parathyroidhormon-
rezeptoren),  die  GLPR/GCGR/GIPR  (Glucagon-like  Peptidrezeptoren/Glucagonrezeptor/Gastric-
inhibitory Polypeptidrezeptor), sowie die Untergruppe des Secretin mit vier weiteren Rezeptoren.
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1.2 Die Adhesions (aGPCR): Familienportrait echter GPCR?
EMR1 (epidermal  growth  factor  (EGF)  module-containing  Receptor  1),  der  erste  Vertreter  der
aGPCR, wurde 1995 beschrieben (Baud et al., 1995). Mit der Sequenzierung des humanen Genoms
und der Weiterentwicklung der bioinformatischen Analysen wurden in den folgenden Jahren weitere
aGPCR  entdeckt.  Heute  werden  33  humane  und  31  murine  GPCR  der  Adhesion-Familie
zugeordnet.  Damit  stellen  die  aGPCR  nach  der  Rhodopsin-Familie  die  zweitgrößte  GPCR-
Untergruppe im humanen Genom. 
Charakterisiert ist die Adhesion-Familie durch bis zu einige Tausend Aminosäuren lange N-Termini
mit typischerweise einer oder mehreren funktionellen Domänen sowie einer hochkomplexen Intron-
Exon-Struktur  mit  multiplen  Splicevarianten.  Diese  Eigenschaften  sind  Gründe  dafür,  dass  die
aGPCR schwer zu untersuchen sind. Auch deshalb zählt die Mehrheit immer noch zu den Orphan-
GPCR mit sowohl unbekannter Funktion als auch unbekanntem Liganden. 
Darüber hinaus ist noch nicht geklärt, ob alle  aGPCR „wahre“ GPCRs sind und nach Vorbild der
Rhodopsin-ähnlichen Rezeptoren an G-Proteine koppeln. Trotz ihrer Ähnlichkeit zu den Secretin-
Rezeptoren gab es lange kaum Belege für ein G-Protein-abhängiges Signalisieren bei der Mehrzahl
der aGPCR. In den letzten Jahren wurde dann gezeigt, dass der GPR56 über Gα12/13 in neuronalen
Stammzellen signalisiert (Iguchi et al., 2008) und die Co-Purifikation von Latrophilin und GPR56
zeigte eine Bindung an Gαo  (Little et al., 2004). Erst kürzlich wurde gezeigt, dass der GPR133 an
das Gs-Protein koppelt (Bohnekamp et al., 2011).  Der  transmembranäre- und zytosolische Anteil
der aGPCR scheint auch bei diesen GPCR eine hohe funktionelle Relevanz zu besitzen. Die 7TM ist
entscheidend in der von EMR2 und CD97 vermittelten Zellmigration und -invasion (Yona et al.,
2008; Galle et al., 2006) und in der Aufnahme apoptotischer Zellen durch den BAI1 (Park et al.,
2007). Die zytosolischen Anteile von BAI1, GPR-124 und GPR-125 interagieren mit zytosolischen,
PDZ-Domänen besitzenden Proteinen. Diese Befunde lassen darauf schließen, dass die Adhesions
durch G-Protein-abhängige und G-Protein-unabhängige Mechanismen Signale weiterleiten könnten
(Yona et al., 2008).
1.2.1 Die Evolution der aGPCR
Die aGPCR gehören zu den evolutionär ältesten GPCR und sind schon in Einzellern, Würmern und
Invertebraten zu finden. So wurden aGPCR-ähnliche Sequenzen in den Genomen von Nematostella
vectensis (Seeanemone),  Monosiga  brevicollis (Choanoflagellatenspezies)  und  Dictyostelium
discoideum  (Schleimpilzart)  beschrieben.  Da  bei  den  meisten  bisher  untersuchten  Metazoen
aGPCR-Sequenzen gefunden wurden, kann bei den aGPCR von einem evolutionären Alter von über
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700 Millionen Jahren ausgegangen werden (Liebscher et al., 2013). Die Anzahl und Komplexität
der aGPCR entstand vor 500 Millionen Jahren mit der Entwicklung der Vertebraten im Kambrium.
Bei den Vertebraten finden sich meist mehr als 20 aGPCR, verglichen mit weniger als 10 bei den
meisten Invertebraten (Liebscher et al., 2013). 
Bei  einem  Vergleich  von  neun  Genomen  fanden  Nordström  et  al.  bei  primitiven  Tieren  wie
Nematostella  vectensis,  und den  Einzellern  Monosiga  brevicollis und  Dictyostelium discoideum
viele  Adhesion-Rezeptor-ähnliche  Sequenzen  und  ähnliche  Domänenstrukturen  wie  bei  den
humanen  Rezeptoren.  Außerdem wurden  bei  diesen  Spezies,  Branchiostoma und  Nematostella,
weitere  Adhesion-ähnliche  Untergruppen  gefunden,  die  bei  den  Säugern  nicht  zu  finden  sind.
Gleichzeitig  fiel  das  Fehlen  Secretin-ähnlicher  Sequenzen  auf.  Da  die  Sequenzen  der  aGPCR
Untergruppe V in N. vectensis dieselben Splicesites besitzen wie die Secretin-GPCR und eine der
konserviertesten Sequenzmotive der Secretinfamilie auch nur in Gruppe V der Adhesion-Familie zu
finden ist, kamen Nordström et al. zu dem Schluss, dass sich die Secretin-Familie aus Gruppe V der
Adhesions entwickelt haben könnte (Nordström et al., 2009; Schiöth et al., 2010).
Im Vergleich der aGPCR-Anzahl zwischen Mensch und Menschenaffen fällt kein Hinzukommen
bzw. Verlust auf, was nahelegt, dass die Mitgliederanzahl der aGPCR nicht relevant zur humanen
Evolution beigetragen hat. Außerdem fällt auf, dass die Hälfte der aGPCR-Gene in Säugetieren in
Clustern angeordnet sind, was für eine rasche Genduplikation der Familie spricht (Liebscher et al.,
2013). 
Die starke evolutionäre Konservierung der Adhesions wurde von Schiöth et al. in einem Review
ausführlich beschrieben. Zwischen den Adhesions von Mensch und Maus gibt es bis auf das Fehlen
von  EMR2  und  EMR3  eine  1:1-Verwandtschaft.  Insgesamt  zeigt  sich  eine  sehr  hohe
unterschiedliche Konservierung der Proteinstrukturen.  Während bei zehn orthologen Paaren eine
Übereinstimmung von über 90% gefunden wurde, beispielsweise BAI3 mit 98% Übereinstimmung,
waren diese bei  neun anderen unter  70%. Dieselbe Arbeitsgruppe untersuchte auch das GPCR-
Repertoire des Huhnes  (Gallus gallus) und damit auch des ersten Nicht-Säugers. Sie konnten 21
1:1-Orthologe  finden werden,  wohingegen 12 humane Adhesion-GPCR im Genom des  Huhnes
nicht nachgewiesen werden konnten. An diesem Beispiel lassen sich zwei Phänomene zeigen. Der
CD97-Rezeptor  findet  sich  beim  Menschen,  bei  den  Knochenfischen  (Teleostei)  und  dem
Kugelfisch (Takifugu rubripes), nicht aber beim Huhn. Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass der
Rezeptor in der Verzweigung zum Huhn verloren gegangen ist. Anders die EMR-Gruppe, welche
bisher nur bei den Säugern gefunden wurde und sich demnach wahrscheinlich erst entwickelt hat
(Schiöth et al., 2010).
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1.2.2 Charakteristische Strukturen der aGPCR
Die  beiden  Hauptcharakteristika  der  Adhesion-Familie  sind  die  sehr  komplexen  Intron-Exon-
Strukturen  und  die  damit  verbundenen  langen  N-Termini.  Multiple  Exons  erlauben  durch
alternatives  Splicen  die  Bildung  verschiedenster  Isoformen.  Die  Rezeptorisoformen  haben
unterschiedlich  viele  und  verschieden  zusammengestellte  extrazelluläre  Domänen.  Zu  den
membranär  verankerten  gibt  es  putativ  lösliche  Ektodomänen.  Zahlreiche
Genduplikationsereignisse führten zu Genclustern, die für aGPCR-Subtypen kodieren. 
Die große extrazelluläre Domäne der aGPCR ist über eine  GPCR proteolytic site (GPS) mit der
Transmembrandomäne verbunden. Die N-Termini können weitere Strukturelemente wie Hormon-
bindende Domänen (HBD), Calcium bindende epidermal growth factor-like Domänen (EGF_CA),
Leucin-reiche und konservierte Cystein-reiche Motive, Thrombospondin Typ1 Repeats und viele
glykosylierte  Positionen  und  Proline,  die  als  mucin-like  stalks  bezeichnet  werden,  beinhalten.
Außerdem  wurden  beschrieben:  OLF  (olfactomedin  domain),  GBL  (galactose  binding  lectin
domain), CA (cadherin repeats), PTX (Pentraxin domain), LamG (laminin G domain), EGF_Lam
(laminin  type  epidermal  growth  factor  domain),  Calx-beta  domain,  CUB  (C1r/C1s  urinary
epidermal growth factor and bone morphogenetic domain), Ig (immunoglobulin domain), SEA (sea
urchin  sperm  protein  domain),  EPTP  (epitempin  protein  domain),  cLECT  (C-type  lectin-like
domain),  Herpes_gp2  (Equine  herpesvirus  glycoprotein  gp2  domain)  und  SIN3  (Histone
deacetylase complex). In anderen Proteinen spielen einige dieser Domänen eine Rolle bei Protein-
Protein-Interaktionen und bei Zelladhäsionen. Daher geht man auch von einer dualen Rolle dieser
Rezeptor-Familie bei der Zelladhäsion und bei  der intrazellulären Signaltransduktion aus.  Diese
Annahme wird von der bereits gezeigten Bindung einiger aGPCR an verschiedene zelluläre und
Matrixliganden unterstützt (Park et al., 2007; Stacey et al., 2003). 
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Abb.  2:  Schematische  Darstellungen  der  strukturellen  Vielfalt  der  aGPCR.  Die aGPCR  bestehen  aus  großen  N-
terminalen  Regionen,  die  üblicherweise  verschiedene  Zusammenstellungen  von Proteinmodulen  beinhalten  und  an
Sieben-Transmembrandomänen gebunden sind (7TM; grau). Die Mehrheit der aGPCR durchläuft ein autokatalytisches
Cleavage (dargestellt durch die Scheren) im ER an einer konservierten G Protein-gekoppelten proteolytischen Stelle
(GPS).  Anschließend folgt  die  nicht  kovalente  Reassoziation  der  7TM und der  extrazellulären  Untereinheit  in  der
Formation eines Heterodimers an der Zelloberfläche. Viele aGPCR-Transkripte durchlaufen alternatives RNA splicing,
was  in  der  Generation  von  löslichen  Rezeptorformen  und  Rezeptoren  resultiert,  die  variable  Anzahlen  und
Zusammenstellungen  der  N-terminalen  Domänen  beinhalten.  Dargestellt  ist  die  längste  bekannte  natürlich




Die aGPCR werden mittels bioinformatischer Analysen ihrer Sequenzen in acht Untergruppen mit
zwei bis sechs Mitgliedern gegliedert. Zu Gruppe I gehören LEC1-3 und ETL. Gruppe II bilden die
EGF-ähnlichen  Rezeptoren,  welche  hauptsächlich  in  Leukozyten  exprimiert  werden,  und  der
differenzierende Antigenrezeptor CD97. Der GPR123 und die IgG-ähnlichen GPR124 und GPR125
werden zu Gruppe III zusammengefasst. Die CELSR1-3 bilden Gruppe IV. Die Gruppen V und VI
werden gebildet von: GPR133 und GPR144 (V), sowie GPR110, GPR111, GPR113, GPR115, und
GPR116 (VI). In Gruppe VII findet sich die BAI-Familie und schließlich GPR56, GPR97, GPR112,
GPR114, GPR126 und GPR64 in Gruppe VIII. Der GPR128 und der very long G protein-coupled
receptor 1 (VLGR1) sind bisher keiner Gruppe zugeordnet. 
Abb. 3:  Schematische Darstellung der Untergruppen mit N-terminalen Domänen der humanen  Adhesion-GPCR aus
Schiöth et al., 2010.
1.2.4 Rezeptoraktivierung in der Adhesion-Familie
Viele membranständige Rezeptoren, beispielsweise die Rhodopsin-ähnlichen GPCR, bilden Dimere
oder  Multimere,  deren  Rezeptoraktivität  oder  Ligandenspezifität  dadurch  verändert  sein  kann
(Terrilon et al., 2004). Auch in der Familie der aGPCR wurde über einige Mitglieder berichtet, die
dimerisieren oder Oligomere bilden. Beispiele hierfür sind ETL (EGF-like, latrophilin und 7TM-
domain-containing1)  und  GPR116  (Nechiporuk  et  al.,  2001;  Abe  et  al.,  1999).  Für  die
Transmembrandomänen  von  EMR2  und  CD97  wurden  ebenfalls  Homo-  und  Heterodimere
untereinander und mit einer EMR2-Isoform beschrieben (Davies et al. 2007, Yona et al., 2008). Die
funktionelle Relevanz der Homo- oder Heterodimerisierung bei aGPCR ist noch weitgehend unklar.
Eine weitere Art der Modulierung der Rezeptoraktivität stellt die site-spezifische Proteolyse dar wie
sie auch bei anderen Membranrezeptoren z.B. bei Notch1 bekannt ist. Bei fast allen aGPCR ist ein
konserviertes,  proximal  der  TM1 lokalisiertes  GPS-Motiv  vorhanden.  Die Proteolyse  erfolgt  an
dieser  consensus-GPS und  produziert  eine  extrazelluläre  N-terminale  Untereinheit  und  eine  C-
terminale 7TM-Untereinheit. Für EMR2 wurde beschrieben, dass Voraussetzung für die Spaltung
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eine korrekte Proteinfaltung und Rezeptorkonformation ist, da durch Mutationen und Deletionen
außerhalb der GPS-Region die Spaltung verhindert werden konnte (Chang et al.,  2003). Für die
beiden  neugebildeten  Untereinheiten  sind  mehrere  Szenarien  beschrieben:  1)  nicht  kovalent
gebunden werden sie als Heterodimer exprimiert oder 2) die extrazelluläre Untereinheit ist selbst in
der Zellmembran verankert  und fungiert als unabhängige Untereinheit der Transmembranregion.
Letzterer Mechanismus wurde nach einer Studie am Latrophilin1 vorgeschlagen (Volynski et al.,
2004). In welchem Ausmaß das auf andere aGPCR zutrifft und wie die N-terminale Untereinheit an
die Membran bindet, ist nicht geklärt (Yona et al., 2008).
1.2.5 Überblick über die physiologische Relevanz der aGPCR
Für viele  der  aGPCR sind noch kein  Agonist  und keine  Funktion  bekannt.  Anhand der  bisher
erfolgreich  charakterisierten  Mitglieder  lässt  sich  jedoch  eine  große  Rolle  der  aGPCR  in  der
neuronalen Entwicklung, der Immunologie und der Tumorgenese erahnen. 
Bei vielen Membranrezeptoren wird davon ausgegangen, dass sie die Entwicklung, Zellwanderung
und Gewebepolarität kontrollieren. Für den evolutionär konservierten aGPCR Flamingo, der das D.
melanogaster-Homolog des humanen CELSR1 ist,  wurde gezeigt, dass er die Planarzellmotilität
während der Flügelentwicklung unter Kontrolle des Frizzled-GPCR reguliert (Lu et al., 1999, Usui
et  al.,  1999).  Zusätzlich  reguliert  Flamingo  durch  hemmende  Wirkung  auf  die  ektope
Synaptogenese synaptische und axonale Projektionen an neuromuskulären Verbindungen (Bao et
al.,  2007).  Für  die  Säugetierhomologe  CELSR1-3  wurde  bisher  anhand  von  Knockout-
Mausmodellen  gezeigt,  dass  sie  essentiell  für  die  Entwicklung von Neuralrohr,  Haarzellen  und
Axonen sind (siehe Tabelle 1) (Yona et al., 2008).
Wie  unter  1.2.3  bereits  erwähnt,  werden  die  Mitglieder  der  aGPCR-Untergruppe  II,  die  EGF-
ähnlichen Rezeptoren, hauptsächlich in Leukozyten exprimiert. Diese Rezeptoren haben alle eine
GPS-Domäne  und  multiple  EGF-ähnliche  Duplikationen  in  ihrer  extrazellulären  Domäne.  Aus
alternativem  Splicing  resultieren  verschiedene  Rezeptorisoformen.  Ihre  Rolle  in  der
Leukozytenentwicklung und -aktivierung gilt als gesichert. Hierzu trug auch die Generation eines
F4/80 (muriner EMR1)-null-Mausmodells bei. Dieser murine Phänotyp hat eine gestörte periphere
Immuntoleranz  (siehe  Tabelle  1).  Neben  dieser  Rolle  bei  der  antiinflammatorischen  Antwort
werden  die  aGPCR  auch  mit  der  Beseitigung  von  apoptotischen  Zellen  durch  Gliazellen  in
Verbindung gebracht. BAI1 wird auf Makrophagen exprimiert und bindet dort Phosphatidylserin,
welches auf apoptotischen Zellen gefunden wird. Diese Bindung erfolgt über die Thrombospondin
repeats des BAI1-N-Terminus und aktiviert 7TM-abhängig ELMO (Engulfment and cell motility
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1),  DOCK180  (dedicator  of  cytokinesis  protein  1)  und  die  kleinen  GTPase  Rac.  An  der
Bindungsstelle wird anschließend Aktin polymerisiert, wodurch die Phagozytose der apoptotischen
Zellen beginnt (Park et al., 2007). Die hohe Expression anderer aGPCR wie GPR56 und CD97 auf
Leukozyten lässt trotz bisher ungeklärter Rolle auf weitere mögliche immunologische Funktionen
schließen (Yona et al., 2008).
Die Expression von verschiedenen aGPCR in Tumorzellen und ihre Verwicklung in Zellmigration,
Angiogenese  und  Apoptose  deuten  die  wichtige  Funktion  in  der  Tumorgenese  bzw.  der
Verhinderung und möglicher zukünftiger Therapie von Tumoren an. So wurde beispielsweise der
GPR124 ursprünglich  als  Tumormarker  identifiziert  (Carson-Walter  et  al.,  2001).  Später  wurde
beschrieben, dass der GPR124 (auch TEM5 – Tumorendothelmarker 5) in Endothelzellen sowohl
während der physiologischen, als auch während der Tumorangiogenese vermehrt vorkommt. Die
Ektodomäne des GPR124 bindet an Proteoglykane der Zelloberfläche und Glykosaminoglykane der
Extrazellulärmatrix. Die proteolytische Prozessierung der Ektodomäne des GPR124 legt das RGD
(Arg-Gly-Asp)-Motiv  frei,  das  durch  die  Verknüpfung  von  Integrin  alpha(v)beta3  mit
Glykosaminoglykanen das Überleben der Endothelzellen vermittelt (Vallon et al., 2006). Im Verlauf
konnten Vallon et  al.  zeigen, dass die  GPR124-Expression der Kapillarmorphogenese durch die
kleine  GTPase  Rac  initiiert  wird,  und  so  eine  Kontaktinhibition  der  Endothelzellproliferation
auslöst  (Vallon  et  al.,  2010).  Auch  CD97  begünstigt  durch  Bindung  von  Endothelzellen  mit
Glykosaminoglykanen und Integrinen die  Tumorangiogenese (Wang et  al.,  2005)  und zeigt  ein
erhöhtes Expressionsprofil in Karzinomen von Magen, Pankreas und Ösophagus (Aust et al., 2002).
Der an der Beseitigung apoptotischer Zellen beteiligte BAI1 wurde ursprünglich als p53 reguliertes
Gen  beschrieben,  dessen  Produkt  die  Angiogenese  inhibiert  (Nishimori  et  al.,  1997).  Die
Angiogenese-hemmende Wirkung wird durch die Hemmung der Endothelzellproliferation erzielt.
Dies  geschieht  durch  Bindung  der  in  der  proteolytisch  abgespaltenen  extrazellulären  Domäne
vorhandenen TSP1-Repeats an  αvβ5-Integrin (Koh et al., 2004). Diese abgespaltene extrazelluläre
Domäne,  auch als  Vasculostatin  bezeichnet,  hemmt außerdem die  in  vivo-Angiogenese und das
Tumorwachstum  in  Mäusen  (Kaur  et  al.,  2005).  In  einem  Maus-Melanommodell  wurde  die
Suppression des Tumorwachstums und der Metastasierung durch eine Interaktion des GPR56 mit
Transglutaminase  2  (TG2)  gezeigt.  Eine  verminderte  GPR56-Expression  korreliert  mit
Tumorprogression (Xu et al., 2007). Im Gegensatz dazu steht die erhöhte Expression von GPR56 in
Gliomen, wo er in der Zelladhäsion mitwirken soll (Shashidhar et al., 2005). (Yona et al., 2008)
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1.2.6 Adhesion-Rezeptor Defizienz in Maus und Mensch
Eine wesentliche Informationsquelle für die Bedeutung und Funktion eines Gens sind Tiermodelle
oder Menschen mit einer Gen-Funktionsdefizienz. Gentechnisch generierte Knockout-Mausmodelle
wurden  auch  für  verschiedenen  aGPCR  hergestellt  und  charakterisiert  (Tabelle  1).  Einige
Gendefizienzen in aGPCR sind ursächlich für bestimmte Erkrankungen des Menschen.
Tabelle 1:  Funktionell relevante Mutationen in aGPCR und Antikörper gegen aGPCR und daraus
resultierende Phänotypen in Maus und Mensch
Mutation/Antikörper Phänotyp
Punktmutation  in der GPS-Region des
GPR56 (Polycystin-1 Gen)
frontoparietale Polymikrogyrie beim Menschen (Piao et al., 2004)
Punktmutation  in der GPS-Region des
GPR56 (Polycystin-1 Gen)
autosomal rezessive, polyzystische Nierenerkrankung (Qian et al., 2002);
Knock-out-Maus  mit  einer  an der  GPS nicht  spaltbaren Mutante:  abnormale
Nierenfunktion (Yu et al., 2007)
F4/80 (EMR1) (-/-) Mausmodell gestörte periphere Immuntoleranz (Lin et al., 2005)
CD-97-null-Mausmodell weniger anfällig für Infektionen mit Listeria monocytogenes (Wang et al., 2007)
CD-97  blockierende  Antikörper  im
Mausmodell
verminderte hämapoetische Stamm- und Progenitorzellmobilisierung (van Pel et
al., 2008)
verzögerte  Migration  von  Neutrophilen  und  vermindertes  neutrophiles
Entzündungsinfiltrat bei  Streptokokkus pneumonia-Pneumonie korrelierend mit
erhöhter Mortalität (Leemans et al., 2004)
weniger  Arthritisaktivität,  Gelenkschäden,  Entzündungen;  verminderte
Granulozyteninfiltration (Kop et al., 2006)
post-mortem Immunhistochemie der weißen Substanz bei  Multipler Sklerose:
CD-97-Expression in präaktiven und CD-97 und CD-55-Expression in aktiven
Läsionen, erhöhte CD-97-Expression im Serum (Visser et al., 2002)
Missense-Mutationen  in  der  coding-
Region von Celsr1
Mausmodell mit Defekten in der Orientierung der sensorischen Haarzellen im
Cortiorgan  →  Defekt  der  Planarzellpolarität,  Phänotypen  mit  abnormalem
Kopfwackeln,  Homozygote  mit  schweren  Neuralrohrdefekte  (Curtin  et  al.,
2003)
Mutationen  der  GPS-Region  des
VLGR-1 
Usher-Syndrom Typ 2 (autosomal rezessive Hörsehbehinderung)
(Weston et al., 2004)
Vlgr1/del7TM-Mausmodell: Taubheit in der 3. Lebenswoche, Haarzellverlust,
verminderte retinale Funktion bei älteren Mäusen (McGee et al., 2006)




Infertilität  bei  Männchen,  Dysregulation  der  Flüssigkeitsreabsorbtion  in  den
efferenten  Ductuli,  Flüssigkeitsansammlung  in  den  Testis,  Stase  der
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Spermatozoen in den efferenten Gängen (Davies et al., 2004)  
BAI2-Knockout-Mausmodell Antidepressives Verhalten, erhöhte Zellproliferation im Hippocampus (Okajima
et al., 2011)
GPR126 Variation im GPR126-Locus als Determinante für Körperhöhe in whole-genome
association-Studien (Waller-Evans et al., 2010)
Funktionsverlust  des  GPR  126  führt  zum  Versterben  während  der
Embryonalzeit (Waller-Evans et al., 2010) 
Mutation  im  Rezeptor  führt  zu  schwerer  angeborener  hypomyelinisierender
Neuropathie (Monk et al., 2011) 
1.3 Die BAI-(Brain Angiogenesis Inhibitor)-Familie 
Ihren Namen hat die BAI-Familie von der dominanten Expression ihrer drei Mitglieder im zentralen
Nervensystem und den ersten vermuteten Funktionen in der Hemmung von Gefäßneubildung durch
die extrazelluläre Domäne des BAI1, das Vasculostatin, erhalten. Im Verlauf zeigte sich, dass die
Expression  im  Gehirn  nicht  exklusiv  ist  und  alle  BAI-Rezeptoren  noch  in  anderen  Geweben
exprimiert werden. Auch die alleinige Rolle in der Hemmung der Angiogenese kann durch unter
1.2.5 beschriebene,  bereits  bekannte Funktionen des BAI1 in der geordneten Apoptose und der
Angiogeneseinhibition ausgeschlossen werden. Eine vermutete  Angiogenese-hemmende Wirkung
der  BAI-Familie  wird  durch  ihre  verminderte  Expression  in  verschiedenen  Tumorzelllinien
unterstützt.
Die  starke  evolutionäre  Konservierung der  BAI-Familie  spricht,  unabhängig  von der  fraglichen
Funktion  bei  der  Angiogenese,  für  eine  große  physiologische  Relevanz.  Während  bei  anderen
aGPCR  zwischen  den  Orthologen  von  Maus  und  Mensch  nur  zwischen  50  und  60  %
Übereinstimmung in der Aminosäuresequenz vorliegt, teilen sich BAI3-Rezeptoren bei Maus und
Mensch  98%  der  Aminosäuren  (Schiöth  et  al.,  2010).  Dies  unterstreicht  die  hohe  strukturelle
Konservierung der BAI-aGPCR-Gruppe.
1.3.1 Erstbeschreibung der BAI-Familie
Als erster der BAI-Familie wurde der BAI1 im Rahmen einer Arbeit über p53-induzierbare Gene
beschrieben. Der Transkriptionsfaktor p53 wird mit Neovaskularisierung, z.B. auch bei malignen
Tumoren, in Verbindung gebracht. Deshalb wird vermutet, dass einige der von p53-regulierten Gene
Angiogeneseinhibitoren  sind.  Nishimori  et  al.  isolierten  ein  neues,  durch  p53-induziertes  Gen,
welches für ein 1584 AS großes Protein kodiert. Dieses Protein enthielt fünf Thrombospondin Type
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1 (TSP-type 1)-Repeats und war hauptsächlich im Gehirn exprimiert. Desweiteren zeigte sich eine
signifikant  geringere  Expression  dieses  Gens  in  Glioblastomzellreihen,  was  ihm seinen  Namen
BAI1 einbrachte (Nishimori et al., 1997).
Im selben Jahr wurden von Shiratsuchi et al. zwei humane Genhomologe des BAI1 beschrieben.
Ebenso  wie  BAI1  zeigten  die  beiden  Gene,  genannt  BAI2  und  BAI3,  eine  hauptsächliche
Expression im Gehirn, eine Regulierung durch p53 konnte allerdings nicht gezeigt werden. Da auch
BAI3  eine  geringere  Expression  in  Glioblastomen  zeigte,  wurde  eine  wichtige  Rolle  der  neu
entdeckten Familie in der Suppression von Glioblastomen angenommen (Shiratsuchi et al., 1997).
1.3.2 Genomische Struktur und Evolution der BAI-Familie
Die Gene der humanen BAI1, BAI2 und BAI3 liegen auf 8q24, 1p35 und 6q12 (Shiratsuchi et al.,
1997), die der murinen Homologe auf den Chromosomen 15, 4 (Position D2.2) und 1. 
Die Intron-Exon-Strukturen der BAI-Familie sind komplex, mit Ausnahme des murinen BAI2 mit
29 Exons, haben die anderen humanen und murinen Vertreter 30 Exone. Die große Anzahl an Exons
sorgt für viele mögliche Isoformen der Rezeptoren durch beispielsweise Exonskipping. So sind bei
allen Mitgliedern verschiedene Splicevarianten im N-Terminus bekannt, zusätzlich gibt es wenige in
der Transmembrandomäne und im C-Terminus. 
Die BAI-Familie  gehört  zu  den aGPCR mit  hoher  Übereinstimmung der  Sequenzorthologe.  So
teilen sich humaner und muriner BAI3 98% der kodierenden Aminosäuren. Auch die Intron-Exon-
Struktur des BAI2 ist hoch konserviert, sie ist bei Maus und Mensch bis auf ein fehlendes Exon im
murinen C-Terminus identisch. Das fehlende Exon ist 19 Aminosäuren lang und wurde von der
Arbeitsgruppe um Kee beschrieben (Kee et al., 2002). 
1.3.3 Gewebeexpression der BAI-Familie
Zunächst wurde für die BAI-Familie eine dominante Gewebeexpression im Gehirn angenommen.
Eine Datenbankrecherche (NCBI dbEST und UCSC) von Bjarnadottir et al. ergab allerdings, dass
nur 57-65% der humanen und murinen BAI2-ESTs in Gehirngewebe gefunden wurden (Bjarnadottir
et al., 2007). Die Analyse der Gewebeexpression mittels Auswertung von maus- und humanen ESTs
(expressed sequence  tags)  ergab neben der  Expression im Gehirn bei  BAI1 eine Expression in
Lunge und Colon, bei BAI2 in Lunge und Colon und bei BAI3 in Muskel und Colon. In einem
späteren Review fassten Bjarnadottir et al. bereits publizierte Daten zusammen (siehe Tabelle 2).
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Tabelle  2:  Zusammenfassung  der  Gewebeexpression  der  BAI-Familie.  Die  Tabelle  wurde
übernommen aus Bjarnadottir et al., 2007. 
Gewebeexpression Referenzen
BAI1 Gehirn (Amygdala, Nucleus caudatus, Cortex, Corpus callosum,
Frontallappen, Hippocampus, Medulla, Okzipitallappen, Putamen,
Substantia  nigra,  Nucleus  subthalamicus,  Temporallappen,
Thalamus), Colon, Herz, Niere, Leukozyten, Leber, Lunge, Ovar,
Pankreas, Skelettmuskel, Dünndarm, Rückenmark, Milz, Hoden,
Thymus
Shiratsuchi  et  al.,  1998
Shiratsuchi  et  al.,  1997
Nishimori  et  al.,  1997
Koh et al., 2001
BAI2 Gehirn (Amygdala, Nucleus caudatus, Cortex, Corpus callosum, 
Frontallappen, Hippocampus, Medulla, Okzipitallappen, Putamen,
Substantia nigra, Nucleus subthalamicus, Temporallappen, 
Thalamus), Herz, Skelettmuskel, Rückenmark, Thymus 
Shiratsuchi et al., 1997 
Kee et al., 2002
BAI3 Gehirn (Amygdala, Nucleus caudatus, Cortex, Corpus callosum, 
Frontallappen, Hippocampus, Medulla, Okzipitallappen, Putamen,
Substantia nigra, Nucleus subthalamicus, Temporallappen, 
Thalamus), Herz, Rückenmark
Shiratsuchi et al., 1997 
Kee et al., 2002
Die Gewebeexpression des BAI2 soll hier noch einmal ausführlicher zusammengefasst werden. Kee
et  al.  untersuchten  mittels  Northern  Blot  die  BAI2-Gewebeexpression  in  verschiedenen
Entwicklungsstadien bei Ratten. In den Geweben von Ratten des 18. Embryonaltags fanden sich
hohe  Expressionsspiegel  im Gehirn,  sowie  in  der  Haut,  den  Nieren,  im Skelettmuskel  und im
Thymus. Am ersten Neonataltag fand sich bereits eine Herunterregulierung in der Peripherie, bei
drei Monate alten Ratten war die Expression in der Peripherie noch geringer, die im Gehirn blieb
weiterhin hoch. Außerdem wurde die Expression im Gehirn mittels In-situ-Hybridisierung näher
untersucht  und  lokalisiert.  Neben  ubiquitären,  schwachen  Signalen  wurden  besonders  hohe
Expressionen in Schicht 2 und 3 des Cortex und in den Pyramidalzellen des Hippocampus, den
granule  cells und  polymorphen  Schichten  des  Gyrus  dentatus,  im  Septum,  dem  Nucleus
habenularus, sowie in der Purkinje-Zellschicht und den Nuclei des Cerebellum gemessen, außerdem
in verschiedenen Nuclei des Hirnstamms, der Formatio reticularis, den pontinen und vestibulären
Nuclei und der Retina (Kee et al., 2002). 
In einer  weiteren Übersichtsarbeit  untersuchten Regard et  al.  die  Transkriptionsspiegel  von 353
nicht-olfaktorischen GPCR in 41 adulten Mausgeweben. Die Auswertung der BAI2-Daten zeigte
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ebenfalls eine deutliche Expression im zentralen Nervensystem und eine nur geringe bzw. keine
Expression in der Peripherie (Regard et al., 2008).
Bereits  beschrieben wurde außerdem, dass BAI2-Transkripte aus peripherem Gewebe länger als
solche  aus  dem  Gehirn  seien  (Shiratsuchi  et  al.  1997).  Dies  legt  die  Suche  nach  einem
gewebespezifischen Splicen nahe. 
Abb. 4: Überblick BAI2-Expression in verschiedenen Geweben. Übernommen aus Regard et al., 2008.
1.3.4 Strukturelle und funktionelle Domänen der BAI-Familie
Verschiedene  Domänen  der  aGPCR  wurden  bereits  in  Kapitel  1.2.2  angesprochen.  Eine  der
konserviertesten  Domänen  ist  die  extrazelluläre  GPS-Domäne  direkt  vor  dem
Transmembranbereich.  Die funktionelle Relevanz der GPS ist  noch nicht vollständig geklärt.  In
früheren  Studien  wurde  eine  Spaltung  des  BAI1  an  der  GPS  gezeigt  und  dem  entstandenen
extrazellulären Protein, Vasculostatin, eine antiangiogene und antitumorgene Rolle zugeschrieben
(Kaur et al., 2005). Andere Autoren konnten diese Spaltung an der GPS allerdings nicht bestätigen
(Park et al., 2010).
Im Gegensatz zu dieser bei den aGPCR häufig anzutreffenden Domäne, sind die Thrombospondin
Typ 1 repeats (TSR) hier nur in der BAI-Familie zu finden. Der BAI1 besitzt fünf solcher TSR,
BAI2 und BAI3 jeweils nur vier. Die TSR wurden ursprünglich im Matrixprotein Thrombospondin-
1 beschrieben, welches Zellproliferation, -migration, Angiogenesehemmung und Apoptose reguliert.
(Lawler et al., 1986; Chen et al., 2000). Während es im Thrombospondin die Typen 1, 2 und 3 gibt,
findet sich bei den BAIs nur Typ 1. Eine mögliche Rolle der fünf TSR des BAI1 ist die Bindung des


























































































































Untergruppen I, IV und VI auftritt, haben ebenfalls alle BAIs.  Hormonbindungsdomänen werden
auch  bei  manchen  Secretin-Rezeptoren  beobachtet,  ihre  Funktion  ist  aber  ebenfalls  weiterhin
ungeklärt. Der BAI1 besitzt zusätzlich noch ein RGD-(Arginin-Glycin-Aspartat)-Motiv N-terminal
der  TSR,  auch  dessen  Rolle  ist  unklar.  Für  die  apoptotische  Funktion  des  BAI1  scheint  es
verzichtbar zu sein, möglicherweise kommuniziert es aber mit Integrinen. Insgesamt sind sich die
BAI-Homologe sehr ähnlich, alle haben TSR, HBD und 7TM. Die Domänen sind in Abbildung 5
noch einmal schematisch zusammen gefasst. (Park et al., 2010; Bjarnadottir et al., 2004)
Abb. 5:  Schematische Darstellung der BAI-Familie mit bekannten Domänen. RGD: Integrin-bindendes Motiv,  TSR:
Thrombospondin Typ 1 Wiederholungen, HBD: Hormonbindungsdomäne, GPS: GPCR proteolytische Stelle, QTEV:
PDZ Domänebindungsmotiv. Die Abbildung wurde übernommen aus Park et al., 2010.    
Die extrem langen extrazellulären, domänenreichen N-Termini der BAIs sind mit der heptahelikalen
7TM verbunden. Ob die BAI-Familie G-Protein-abhängig signalisiert ist  noch nicht geklärt.  Als
mögliche Assoziationsorte für G-Proteine kommen die 7TM oder der zytoplasmatische Anteil in
Betracht. Obwohl die C-Termini sehr lang sind, haben sie bis auf eine Prolin-reiche Region und ein
QTEV-Motiv am C-terminalen Ende keine markanten Domänen. Für QTEV-Motive wurde bereits
eine  Interaktion  mit  PDZ-Domänen  anderer  Proteine  gezeigt.  Passend  dazu  wurde  ein  PDZ-
Domänen-haltiges  Protein  (BAP1) in  einem yeast-two-hybrid-Assay als  Bindungspartner  an die
QTEV-Domäne des BAI1 identifiziert (Shiratsuchi et al., 1998). Die Funktion dieser Bindung und
die Rolle des QTEV-Motivs, sowie die Verknüpfung der BAI-Familie zu G-Proteinen muss noch
weiter erforscht werden.
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1.3.5  Signaltransduktion  und  Interaktionen  mit  anderen  intrazellulären
Proteinen
In  den  letzten  Jahren  wurde  immer  mehr  über  die  Funktion  und  Signaltransduktion  des  BAI1
bekannt. Ursprünglich vermutete man den BAI1 als einen regulierenden Faktor in der Angiogenese.
Diese Hypothese ist noch nicht klar bestätigt oder widerlegt worden. Allerdings wurde von Park et
al.  das Vorkommen von BAI1 in Phagozyten, die apoptotische Zellen erkennen und aufnehmen,
beschrieben. Alternde, nicht funktionale oder sterbende Zellen senden sogenannte „eat-me“ Signale
aus, welche von Rezeptoren der Makrophagen erkannt werden  (Ravichandran et  al.,  2007). Die
Makrophagen  eliminieren  die  apoptotischen  Zellen,  ein  Versagen  dieses  Mechanismus  kann  zu
Störungen der  Gewebehomeostase  und der  Immuntoleranz  führen.  Park et  al.  zeigten,  dass  ein
zytoplasmatischer Anteil des BAI1, die  α-helikale Region direkt hinter der prolinreichen Region
von  ELMO1  (Engulfment  and  cell  motility  1)  bindet,  nachdem  das  Phosphatidylserin  der
apoptotischen  Zellen  an  die  TSR  des  BAI1-N-Terminus  gebunden  hat.  Wie  in  Abbildung  6
dargestellt, werden 7TM-abhängig ELMO (Engulfment and cell motility 1), DOCK180 (dedicator
of  cytokinesis  protein  1)  und  die  kleinen  GTPase  Rac  aktiviert.  An  der  Bindungsstelle  wird
anschließend  Aktin  polymerisiert,  wodurch  das  Rearrangement  des  Zytoskeletts  und  die
Phagozytose der apoptotischen Zellen beginnen. 
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Abb. 6: Signaltransduktion des  BAI1. Das Phosphatidylserin aus apoptotischen Zellen wird von den TSR des BAI1
erkannt. Dieses „eat me“-Signal wird in die BAI1-exprimierenden  Zelle übertragen, was zu einer Assoziation des C-
Terminus mit ELMO/Dock180 führt. Die darauf folgende Aktivierung von Rac führt zur Polymerisation von Aktin und
damit  zum Beginn  der  Phagozytose  und  Auslöschung der  apoptotischen  Zellen.  PtdSer:  Phosphatidylserin;  RGD:
Integrinbindungsmotiv;  TSR:  Thrombospondin  Typ  1  Repeats;  HBD,  Hormonbindungsdomäne;  GPS:  GPCR
proteolytische  Site;  7TM:  7  Transmembrandomäne;  QTEV:  PDZ-Domänenbindungsmotiv.  Die  Abbildung  wurde
übernommen von Park et al., 2010.
In  den  letzten  beiden  Jahren  wurde  der  BAI1-Rezeptor  nicht  nur  als  Interaktionspartner  für
Phosphatidylserin  an  apoptotischen  Zellen  (Park  et  al.,  2010),  sondern  auch  an  Myoblasten
beschrieben (Hochreiter-Hufford et al., 2013). Diese Arbeitsgruppe fand eine durch BAI1 erhöhte
Myoblastenfusionierung.  Eine  Überexpression  des  BAI1  führte  ebenfalls  über
ELMO/Dock180/Rac1  zu  einer  gesteigerten  Fusionierungsrate.  In  einem  BAI1-/--Mausmodell
konnten  Hochreiter-Hufford et  al.  zeigen,  dass  BAI1-/--Mäuse  kleiner  waren  als  der  Wildtyp.
Außerdem war ihre Muskelregeneration  nach Verletzung vermindert  (Hochreiter-Hufford et  al.,
2013).  Eine  weitere  Arbeitsgruppe  fand  eine  Interaktion  des  BAI1  über  eine  andere  Rac1-
aktivierende Domäne,  Par3  (Duman et al.,  2013).  Par3 aktiviert  die Entwicklung von Synapsen
durch die örtliche Aktivierung von Rac1. Die genauen Mechanismen der Par3-Aktivierung sind
unklar.  BAI1  rekrutiert  nach  den  Ergebnissen  von  Duman  et  al.  Par3/Tiam1  (Rac1-guanine
nucleotide exchange factor) und holt diese zu den sich neu entwickelten Synpasen. Eine endgültige
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Erklärung für die Aktivierung von zwei verschiedenen Rac1-aktivierenden Domänen steht  noch
aus. Die vielen Subdomänen des BAI1-Rezeptors könnten Interaktionen über mehrere Signalwege
ermöglichen (Duman et al., 2013).  
Auch ein Ansatz zur Signaltransduktion des BAI2 wurde bereits publiziert. Die Arbeitsgruppe um
Okajima untersuchte das proteolytische Processing von BAI2 und dessen Aktivierung. Gefunden
wurde, dass eine Mutation der GPS-Domäne die Proteolyse des BAI2 verhindert. Außerdem fand
dieselbe  Arbeitsgruppe,  dass  das  hieraus  entstehende  C-terminale  Fragment  den  NFAT-Pfad
aktiviert (Okajima et al., 2010). Hieraus leitet die Arbeitsgruppe ab, dass es sich bei BAI2 um einen
funktionellen  GPCR  handelt,  der  den  NFAT-Pfad  aktiviert.  Beide  Thesen  bedürfen  weiteren
Untersuchungen und Bestätigung. 
Als mögliche Interaktionspartner des BAI2 wurden bisher GABPγ (GA-binding Protein γ) (Jeong et
al. 2006) und GIP (Glutaminase Interacting Protein) (Zencir et al. 2011) beschrieben. Bei beiden
Mechanismen wird der C-Terminus als interagierende Region angegeben (Zencir et al., 2011; Jeong
et al., 2006). GIP bindet über PDZ-Domänen an seine Bindungspartner und vermittelt so Protein-
Protein-Interaktionen in den Bereichen von Zellsignaling, Adhäsion und Ionentransporterfunktion,
sowie der Formation von „tight junctions“ (Zencir et al., 2011; Jelen et al., 2003). Seine Interaktion
mit  dem  BAI2-C-Terminus  wurde  durch  Screening  einer  humanen  cDNA-Library  nach
Interaktionspartnern des GIP gefunden. Die Verifizierung erfolgte durch Peptid-Arrays mit dem C-
terminalen Ende des  BAI2 (RDGDFQTEV-COOH). Das enthaltene TEV ist  ein Klasse I  PDZ-
Domänen-Erkennungsmotiv.
In  Tabelle  3  sind  die  bisher  bekannten  Interaktionspartner  der  BAI-Familie  mit  der  jeweiligen
Interaktionsstelle in der Rezeptorstruktur zusammengefasst. 
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Die bisher beschriebenen Interaktionen und daraus vermuteten Funktionen in der Regulierung von
Zellsignalen, Zellmigration, Apoptose und Tumorgenese lassen eine hohe biologische Relevanz der




Adhesion-GPCR gehören zu einer bisher sehr wenig untersuchten Klasse von ca. 30 GPCR. Diese
Gruppe zeichnet sich durch sehr große extrazelluläre Domänen, eine Vielzahl von Splice-Varianten
der Mitglieder und eine sehr komplexe genomische Struktur aus. BAI2 ist ein Vertreter der Gruppe
der aGPCR. Außer einer starken Expression im zentralen Nervensystem ist  von ihm weder  der
endogene Agonist noch seine Signaltransduktion bekannt. Die Kenntnis der Signaltransduktion von
BAI2  ist  essentiell  zur  Suche  nach  dem  endogenen  Agonist  und  zum  Verständnis  seiner
physiologischen  und  eventuell  pathophysiologischen  Relevanz.  Da  die  transmembranären  und
intrazellulären Domänen eines GPCR die Signaltransduktion in die Zelle determinieren, fokussiert
sich diese Arbeit  auf die Struktur und Funktion dieser  Rezeptorbereiche.  Im Detail  sollen zwei
wesentliche Fragen mittels in vitro-Untersuchungen geklärt werden: 
 Welche  wesentliche(n)  Struktur(en)  besitzt  der  BAI2  in  den  transmembranären  und
intrazellulären Domänen? Dazu sollen die natürlichen Splicevarianten des BAI2 in diesem
Bereich erfasst und deren evolutionäre Konservierung bestimmt werden. Häufige Varianten
sollen quantifiziert und auf eine mögliche Gewebespezifität untersucht werden.
 Welche  Rolle  spielen  Splicevarianten  bei  der  Signaltransduktion?  Hierzu  sollen  die
dominanten  Splicevarianten  kloniert,  exprimiert  und  auf  mögliche  Interaktionen  mit
intrazellulären Komponenten untersucht werden. 
Von  diesen  Untersuchungen  ist  zu  erwarten,  dass  eine  für  die  weitere  Analyse  der
Signaltransduktion und Ligandensuche funktionell  exprimierbare Variante  des BAI2 identifiziert
und anhand der Strukturanalyse die Klärung der Signaltransduktion optimal gestaltet werden kann.
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3 Material und Methoden
3.1 Chemikalien, Materialien, Plasmide, Primer
Soweit  nicht  anders  angegeben,  wurden  alle  Chemikalien  von  C.  Roth  GmbH  (Karlsruhe,
Deutschland),  Merck (Darmstadt,  Deutschland),  Sigma Aldrich (Taufkirchen,  Deutschland) oder
Thermo  Fisher  Scientific  (Waltham,  USA,  Braunschweig,  Deutschland)  erworben.  Labor-  und
Zellkulturplastikmaterialen  wurden  von  Sarstedt  (Nümbrecht,  Deutschland)  bezogen.  Primer
wurden mit Primer3 (Version 0.4.0, http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm) ausgewählt und bei
Invitrogen  (Karlsruhe,  Deutschland)  bestellt.  Die  Sequenzen  der  verwendeten  Primer  und  die
Karten der verwendeten Plasmide sind im Anhang dargestellt. Für die Expression von Rezeptoren
in E. coli wurden die Plasmide pGEX-2TK (Mumberg et al. 1995) und pEU-TF, für die Expression
in  Säugerzellen  das  Plasmid  pcDps  (Okayama  et  al.,  1983)  verwendet.  Die  im Rahmen  dieser
Arbeit verwendeten Enzyme, sowie DNA- und Protein-Größenstandards wurden von New England
Biolabs  GmbH (Frankfurt  am Main,  Deutschland)  oder  Fermentas  (St.  Leon-Rot,  Deutschland)
bezogen. 
3.2 Peptide, Peptidbibliotheken
Die dot-blot-Membranen und Peptide wurden, soweit nicht anders angegeben von der Core Unit
Peptid-Technologien um Dr. Sven Rothemund (Interdisziplinäres Zentrum für Klinische Forschung
(IZKF), Medizinische Fakultät, Universität Leipzig) hergestellt (Tabellen S2 und S3). 
3.3 Molekularbiologische Standardmethoden
Die molekularbiologischen Standardmethoden wurden entsprechend den nachfolgenden Protokollen
durchgeführt (Tab. 4) und sind im Detail nicht weiter erklärt.
Tab. 4 Liste der verwendeten molekularbiologischen Standardmethoden
Methode Protokoll Firma / System
Nukleinsäurekonzentrations-
bestimmung
(Sambrook et al., 1989) Spektrophotometer,  NanoDrop  ND100,
PeqLab (Erlangen)
Agarosegelelektrophorese (Sambrook et al., 1989) Horizontalgelelektrophorese-Systeme, PeqLab
(Nürnberg)
Präparation von DNA (Sambrook et al., 1989) Phenol-Chloroform-Extraktion,  detaillierte
Informationen in den entsprechenden Kapiteln
Restriktionsverdau nach Angaben des Herstellers NEB (Ipswich,  USA),  Fermentas  (St.  Leon-
Rot, Deutschland)
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Gelextraktion nach Angaben des Herstellers Wizard SV Gel  and PCR Clean Up System,
Promega (Mannheim, Deutschland) 
Polymerasekettenreaktion (Sambrook et al., 1989) Detaillierte  Informationen  in  den
entsprechenden Kapiteln
Sequenzierung (Sanger et al., 1977) Big-Dye® Terminator Cycle Sequencing Kit,
Sequenziergerät  ABI  3730,  Applied
Biosystems
3.4 Verwendete Mikroorganismen und Zellen
Zur  Herstellung  von  Calmodulin  wurden  E.  coli BL21-Zellen  von  Invitrogen  (Genotyp:
BL21(DE3): F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm (DE3)) genutzt. Die ELISA-Konstrukte wurden in
COS-7-Zellen (ATCC, African green monkey kidney,  ECACC 87021302, Fibroblast, CV1 Origin
SV40 transformed) exprimiert. 
3.5  Evolutionäre  Konservierung  der  BAI2-Splicevarianten  und
Vorkommen ähnlicher Splicemuster in anderer aGPCR
Alle Sequenzdaten wurden mithilfe der Programme BioEdit (http://bioedit.software.informer.com/),
SeqMan und MegAlign (DNAStar Lasergene Software Suite for Sequence Analysis) abgeglichen
und ausgewertet.  Als Referenzsequenzen dienten NM_001703.2 (hBAI2), NM_173071 (mBAI2)
und  NM_012527(rnM3R),  für  die  andere  Adhesions:  hCELSR1  (NP_055061.1),  mCELSR1
(NP_034016.2), LPH1 (NP_851382.2) und LPH2 (NP_001074767.1).
Eine evolutionäre Konservierung von Splicevarianten des BAI2 deutete sich mit dem Finden zweier
Varianten des ICL3 bei Mensch und Maus an. Um diesen Befund zu verifizieren, wurden orthologe
Sequenzen verglichen.  Mithilfe  genomischer  Daten  (http://genome.ucsc.edu/)  konnte  die  Intron-
Exon-Struktur erstellt und die Position der fraglichen Basen analysiert werden. 
Um herauszufinden,  ob die  lange Variante  des ICL3 bei  den aGPCR verbreitet  ist,  wurden die
Aminosäuresequenzen der BAI-Familie mit denen von CELSR1, LPH1 und LPH2, sowie GPR110,
GPR111, GPR113, GPR115 und GPR116  verglichen.   
3.6 Analyse eines möglichen gewebespezifischen Splicings
Wie bereits in der Einleitung beschrieben, wird die BAI-Rezeptorfamilie in zentralnervösem und
auch peripherem Gewebe exprimiert.  Für einen genaueren Überblick der Gewebeexpression des
BAI2 wurden EST-Sequenzen verschiedener Spezies analysiert. Hierzu wurde das BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) von NCBI (National Center for Biotechnology Information) genutzt.
Die Sequenzen wurden nach Spezies und Gewebeart sortiert und in Tabelle S1 zusammengefasst. 
Zur  Überprüfung  der  ausgewerteten  Datenbanksequenzen  wurden  verschiedene  murine
35
Gewebeproben mittels PCR auf Vorkommen des BAI2 untersucht. Hierfür wurde eine 996 Bp lange
Sequenz im Transmembrandomänenbereich ausgewählt.
RNA-Isolation
Hierzu wurde ausgewachsenen, männlichen Mäusen Gewebeproben und Organe entnommen und
die RNA mithilfe eines Trizol-Protokolls isoliert. Je nach Größe des Gewebes wurden 500-1000 µl
Trizol zugegeben und mit dem Rotor-Stator 40 Sekunden homogenisiert, anschließend wurden die
Homogenate in  Flüssigstickstoff  eingefroren.  Nach dem Wiederauftauen auf Eis wurden 200 µl
Chloroform zugegeben und für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden bei
15.000 rpm für 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert, der wässrige Überstand wurde in ein neues Gefäß
überführt und mit gleichem Volumen an 70% Ethanol versetzt. Das Gemisch wurde über Säulen des
SV Total RNA Isolation Systems (Promega, Mannheim, Deutschland) bei 13.000 rpm zentrifugiert,
der Durchfluss verworfen und die Säulen zweimal mit 600/250 µl RNA Wash Solution gewaschen.
Nach den Waschschritten folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt, um mögliche Ethanolreste zu
entfernen.  Die  RNA  wurde  nach  einminütiger  Inkubation  mit  RNase-freiem  Wasser  mittels
einminütiger Zentrifugation bei 13.000 rpm von der Säule eluiert. 
cDNA-Synthese
Für die cDNA-Synthese aus 3-5 µg RNA wurde das SuperScript® II Reverse Transcriptase-Kit von
Invitrogen  (Karlsruhe,  Deutschland)  und  OligodT-Primer  benutzt  und  nach  Herstellerprotokoll
durchgeführt. 
PCR
Die PCR erfolgte mit dem sense-Primer (5'-CGG GGG ACT GGA ACA CTG AGA G-3') und mit
einem biotinylierten antisense-Primer (5'-Biotin-CCC ATC TGA CAC TTT ACC ACA TCC-3'), die
einen 996 Bp-langen Abschnitt in der für die 7TM kodierenden Region amplifizieren. Es wurden 3
µl cDNA eingesetzt.  Die PCR-Konditionen waren 2 Minuten bei 95°C, gefolgt von 30 Zyklen mit
30 s bei 95°C, 30 s bei einer Annealingtemperatur von 55°C und 60 s bei einer Elongationszeit von
72°C. 
PCR-Blot und Darstellung mit Avidin-POD
Da  die  cDNA-Mengen  in  den  peripheren  Geweben  sehr  gering  waren,  wurde  ein  spezieller
Versuchsaufbau etabliert. Nach der Amplifikation wurde das Produkt mit NspI über Nacht bei 37°C
geschnitten. Die zu erwarteten N-terminal biotinylierten Fragmente hatten eine Länge von 377 Bp
(full length-Variante des ICL3) bzw. 278 Bp (Δ-Variante). Die geschnittenen Amplifikate wurden in
einem 15% Ficoll-Puffer auf ein 8% Polyacrylamid-Gel aufgetragen und anschließend mit 250 mA
für 30 Minuten auf eine Nylon-Membran (ZetaProbe, BioRad, München, Deutschland) geblottet.
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Die Blockade unspezifischer Bindungsstellen auf der Membran erfolgte mit 5% Magermilchpulver
in PBST für 30 Minuten. Zur Darstellung des biotinylierten PCR-Fragmentes folgte die Inkubation
mit Avidin-POD 1:500 in PBST für 30 Minuten und die Entwicklung mit  SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate von ThermoScientific (Product # 34080). 
3.7  Analyse  der  relativen  Abundanz  von  Splicevarianten  der
Transmembrandomäne
Der oben beschriebene Versuchsaufbau mit PCR-Blot wurde ebenfalls genutzt, um die Quantität der
beiden ICL3-Splicevarianten in Mäuse-Gehirn darzustellen. Hierfür wurde aus Gehirngewebe von 6
adulten  Mäusen  wie  oben  beschrieben  RNA und  nachfolgend  cDNA gewonnen.  Anschließend
wurde wie unter 3.8 beschrieben das die ICL3-Domäne kodierende Fragment amplifiziert und der
Enzymschnitt mit NspI sowie der PCR-Blot durchgeführt. 
Die  Kalibrierung  des  PCR-Blots  erfolgte  mittels  neun  cDNA-Plasmidproben  in  definiertem
Verhältnis  von  WT/Δ-cDNA  (1:50  bis  50:1). Die  Bandenintensität  wurde  photometrisch
ausgewertet.
Da bei  diesem Versuchsaufbau  die  N-terminale  Biotinylierung  jedes  Amplifikats  und nicht  die
unspezifische  Bindung  von  Ethidiumbromid  an  DNA  wie  bei  einer  Agarosegel-Darstellung
gemessen wird, lässt sich die Quantität der Splicevarianten ableiten. Die erhobenen Daten wurden
mit der GelScan Software (BioSciTec) und GraphPad Prism 4 ausgewertet.
3.8 Identifizierung möglicher Interaktionspartner
Um neue mögliche Interaktionspartner zu finden, wurde die Aminosäurestruktur unter anderem mit
der  Calmodulin  Target  Database  (Ikura  Lab,  Ontario  Cancer  Institute,
http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/ctdb/sequence.html) verglichen. Hierbei wurde eine putative
19 AS lange Interaktionsstelle mit Calmodulin im humanen C-Terminus identifiziert (nachfolgend
CaM-BS genannt). 
Die Aminosäurestruktur der langen ICL3-Variante fiel durch einen stark hydrophoben Charakter
auf. Daher wurde dieser Abschnitt ebenfalls auf sein Interaktionspotential hin untersucht und die
Frage  nach  einer  Interaktion  mit  dem  C-Terminus  bzw.  dem  ICL3  selbst  gestellt.  Da  die
beschriebene Aminosäurestruktur auch bei Transmembrandomänen zu finden ist und die Länge der
Sequenz für eine zusätzliche Transmembrandomäne ausreichend wäre, wurde zuerst die Topologie
des Rezeptors in der Zellmembran dargestellt.
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3.9 Lage und Orientierung des Rezeptors in der Zellmembran
Zur Darstellung der Membrantopologie in Abhängigkeit von der Länge der ICL3-Domäne wurde
zuerst die Hydrophobizität beider ICL3-Varianten mithilfe von Hydrophobizitätsprofilen des Bio
Edit  Sequence  Alignment  Editors  (Kyte  & Doolittle  Scale  Mean Hydrophobicity  Profile,  Scan
Window Size 13, BioEdit Sequence Alignment Editor) objektiviert. Als Referenzsequenzen dienten
für die kurze hBAI2 ICL3-Variante: NCBI Protein: AAI36534.1 und für die lange hBAI2 ICL3-
Variante: NCBI Protein: NP_001694.2. Die Profile sind in Abb. 13 A dargestellt, der zusätzliche
hydrophobe  Ausschlag  ist  rot  hervorgehoben.  Aufgrund  dieser  Profile  wurden  mögliche
Topologievarianten des BAI2 in der Zellmembran in Abb. 13 B dargestellt. 
Um diese Topologievarianten und die mögliche Orientierungsänderung zu untersuchen, wurde ein
Oberflächen-ELISA  mit  einem  N-terminalen  HA-Tag  und  einem  C-terminalen  myc-Tag
durchgeführt. Zur Verifizierung der kompletten Expression der Konstrukte in der Zelle wurde ein
Total-ELISA durchgeführt. Als Konstrukte dienten die 7TM mit jeweils kurzer und langer ICL3-
Variante und der C-Terminus des BAI2, fusioniert mit dem N-Terminus des  muskarinischen M3
Acetylcholinrezeptor (M3R)  im Vektor pcDps. Der N-Terminus des M3R wurde gewählt,  da er
verglichen mit dem des BAI2 kürzer und daher einfacher zu exprimieren ist. Als Kontrollkonstrukte
wurden der M3R mit N-terminalem HA-/myc-Tag ebenfalls im pcDps-Vektor exprimiert. 
Konstrukte
Da sich  die  Amplifikation  der  DNA-Sequenzen  von BAI2-Transmembrandomäne  und BAI2-C-
Terminus schwierig gestaltete, mussten die Domänen schrittweise amplifiziert und zusammengebaut
werden. Als Konstruktionsvektor wurde pEU-TF gewählt, die einzelnen Amplifikate wurden mittels
NgoMIV-  und  AgeI-Schnittstellen  zusammengefügt.  Zur  besseren  Expression  in  COS-Zellen
wurden die fusionierten M3R-N-BAI2-7TM-BAI2C mit einem NgoMIV/AgeI-Schnitt in den mit
NgoMIV aufgeschnittenen pcDps-BB ligiert. Der Vektor pcDps-BB wurde durch den Einbau einer
zusätzlichen Multiple cloning site (MCS) an der BglII/EcoRI-site aus dem in der Arbeitsgruppe
bereits  vorhandenen  pcDps  gebaut.  Die  MCS  wurde  mit  den  Primern
GATCAGCCACCATGGCCGGCTAAACCGGTTAAA und AATTTTTAACCGGTTTAGCCGGCC
ATGGTGGCT generiert und mittels BglII/EcoRI-Schnitt in den Vektor eingeführt. 
Die  für  den  C-Terminus  kodierende  Sequenz  wurde  mit  einem  sense-Primer  mit  integrierter
NgoMIV-Schnittstelle  (CCGCCGGCTTCCTGCGCCGAGAGGTC)  und  einem  antisense-Primer
mit  AgeI-Schnittstelle  (CCACCGGTCACCTCTGTCTGGAAGTCGCC)  amplifiziert  und  über
diese Schnittstellen in den Vektor pEU-TF ligiert. Die Ligation erfolgte mit T4-DNA-Ligase von
Fermentas  nach  Herstellerprotokoll.  Für  die  Amplifikation  der  für  die  Transmembrandomäne
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kodierenden Sequenzen mit und ohne dritten intrazellulären Loop (WT/ΔICL3) wurden RNA und
cDNA wie oben beschrieben aus Mäusegehirn hergestellt.  Die primäre Amplifikation wurde mit
sense-Primer  CGGGGGACTGGAACACTGAGAG  und  antisense-Primer
GGCTGCCATGGGTACTAGGAT durchgeführt. Bei der sekundären Amplifikation wurde mit dem
sense-Primer  eine  KpnI-site  (CCCGGATCCGCTCCCTCGGTACCCCTGGTGA)  und  mit  dem
antisense-Primer eine EcoRI- und eine HindIII-site (CCCGAATTCCAAGCTTAGGCGGGACAGA
GTGCC) eingefügt. Über diese Schnittstellen wurde die für die Transmembrandomäne kodierende
DNA-Sequenz  in  den  Vektor  pcDNA-3-EX-CFPC  kloniert.  Zur  Fusion  mit  dem  C-Terminus-
Konstrukt im Vektor pEU-TF wurde die für die Transmembrandomäne kodierende Sequenz mit
NgoMIV und AgeI aus pcDNA-3-EX-CFPC geschnitten und das Konstrukt C-Terminus/pEU-TF
am N-terminalen Teil  des  C-Terminus mit  NgoMIV aufgeschnitten.  Die mit  HA-Tag versehene
Sequenz des  N-Terminus des  M3R wurde aus  einem in der  Arbeitsgruppe bereits  vorhandenen
Plasmid  mit  den  Primer  (CCGCCGGCTACCCCTACGACGTCCCC)  und
(CCACCGGTGAAGACCACTTGCCAGATGG) amplifiziert. Es folgte eine weitere Amplifikation
mit  einem  sense-Primer  mit  5’NgoMIV-Überhang  (CCGGCTACCCATACGATGTTCCAG
ATTACGCTA) und einem antisense-Primer mit 5’AgeI-Überhang (CCGGTAGCGTAATCTGGAA
CATCGTATGGGTAG) sowie die Ligation in pEU-TF. Zur Fusion der Domänen wurde der Vektor
M3R-N-Terminus/pEU-TF mit AgeI am C-terminalen Ende der für den N-Terminus kodierenden
Sequenz aufgeschnitten  und das  mit  NgoMIV und AgeI  geschnittene  Konstrukt  BAI2-7TM+C-
Terminus hinein ligiert. 
Zellkultur und Transfektion
Für  die  Zellkultur  wurden  COS-7-Zellen  (CV1  Origen  SV40)  gewählt.  COS-7  Zellen  sind
Nierenfibroblasten  der  Grünen  Meerkatze  (Cercopithecus  aethiops)  und  wurden  von  der  CV1
Zelllinie  durch Transformation mit einer replikationsdefizienten Simian-Virus 40 (SV40)-Mutante
abgeleitet. Diese Mutante kodiert das Wildtyp large T-Antigen, welches stabil in den COS-Zellen
exprimiert wird. Dies führt mit dem SV40-Promoter des verwendeten Expressionsplasmid pcDps zu
einer Überexpression des Konstrukts. Die  Zellen wurden in DMEM (Dulbecco's modified Eagle
medium) mit 10 % FBS, 100 units/ml Penicillin und 100 μg/ml Streptomycin bei 37 °C und 7 %
CO2 kultiviert.  Vor  dem  Passagieren  wurden  die  Zellen  mit  PBS  gewaschen,  um  anhaftende
Mediumreste zu entfernen. Die Trypsinierung erfolgt mit Trypsin/EDTA-Lösung für 5 Minuten bei
37 °C. Die abgelösten Zellen wurden in DMEM aufgenommen und mittels Neubauer-Zählkammer
gezählt. 
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Ein Tag vor der Transfektion wurden 300.000 Zellen in 6-well-Platten bzw. 50.000 Zellen in 48-
well-Platten  ausgesetzt.  Die  transiente  Transfektion  der  Zellen  wurde  mittels  Fugene  HD
Transfection  Reagent  (Roche)  unter  Zugabe  von  Opti-MEM  I  Reduced  Serum  Medium  nach
Herstellerangaben durchgeführt. Das Verhältnis zwischen der jeweiligen Plasmid-DNA und Fugene
HD betrug 2:5. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde die Expression eines C-terminal in
die  Konstrukte  eingefügten  GFP  sowie  eines  GFP-Expressionsplasmids  mit  Hilfe  eines
Fluoreszenzmikroskops bestimmt. Die Messung der Transfektionseffizienz wurde 48 Stunden nach
Transfektion durchgeführt.
Oberflächen-ELISA
Für  den Oberflächen-ELISA wurden  die  Zellen  wie  oben beschrieben  transfiziert  und nach  48
Stunden in 4% Formaldehyd in PBS 30 Minuten fixiert. Darauf folgte ein Blockierungsschritt mit
DMEM mit 10% FBS für eine Stunde bei 37°C. Es wurde ein direkt mit Avidin-POD gekoppelter
HA-/myc-Antikörper  in  einer  Verdünnung  von  1:1000  in  DMEM  mit  10%  FBS  gewählt.  Die
Inkubationszeit des Antikörpers betrug eine Stunde und fand bei Raumtemperatur statt. Zwischen
allen Schritten wurde die Platte gründliche mit PBS gewaschen. Die Reaktion wurde detektiert mit
OPD in einem Puffer mit 0,1 M Natriumcitrat und 0,1 M Na2HPO4, pH 5,2. Nach ausreichender
Färbung wurde die Reaktion mit 1 M HCl abgestoppt. Die Färbung wurde bei 492 nm und bei einer
Referenzwellenlänge von 620 nm gemessen. 
Total-ELISA
Für den Total-ELISA wurden die Zellen nach 48 Stunden geerntet  und in Lysis-Puffer (10 mM
Tris/HCl, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 1mM EDTA, 1 % Deoxycholate-Na, 0,2 mM NP-40, 1 %
PMSF, 10 g/l Aprotinin) aufgenommen. Die Lösung wurde eine Stunde bei Raumtemperatur und
danach  über  Nacht  bei  4°C  solubilisiert.  Eine  NUNC-maxisorb-Platte  wurde  mit  einem
monoklonalen  Anti-Flag-Antikörper  10  µg/ml  0,15  M  Natriumtetraborat/HCl-Puffer,  pH  8,0
ebenfalls eine Stunde bei Raumtemperatur und danach über Nacht bei 4°C inkubiert. Es folgte ein
Blockierungsschritt mit DMEM mit 10% FBS für eine Stunde bei 37°C. Dann wurde das mit 300 µl
PBS-T  versetzte,  Solubilisat  zugegeben  und  bei  37°C  für  eine  Stunde  inkubiert.  Sekundär-
Antikörper war ein direkt mit Avidin-POD gekoppelter HA-Antikörper in einer Verdünnung von
1:1000 in PBS-T, die Inkubationszeit betrug eine Stunde bei 37°C. Zwischen allen Schritten wurde
die Platte gründliche mit PBS gewaschen. Die Detektion erfolgte wie oben beschrieben. 
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3.10 Interaktion des ICL3 mit dem Maus-BAI2-C-Terminus
Um zu überprüfen, ob es eine Interaktion zwischen der ICL3-Domäne und dem C-Terminus des
BAI2 gibt, wurde eine 20-mer Peptidbibliothek des murinen C-Terminus erstellt und als dot-Blot
auf Cellulosemembranen synthetisiert (siehe Anhang: Tabelle S3). 
Peptid-Array
Diese 20-mer Peptidbibliothek des Maus-BAI2-C-Terminus wurde mit dem biotinylierten ICL3-
Peptid  inkubiert.  Alle  Schritte  wurden  in  einem  50  mM  Tris,  pH  7,4,  100  mM  NaCl-Puffer
durchgeführt.  Für ein spezifischeres Ergebnis wurde allen Inkubationsschritten 0,05% Tween-20
zugefügt.  Die Cellulose-Membran wurde über  Nacht bei  4°C in Puffer inkubiert.  Unspezifische
Bindungsstellen wurden mit 3% Magermilchpulver eine Stunde bei 37°C geblockt. Die Inkubation
erfolgte mit 100 nM des  biotinylierten ICL3-Peptids für 90 Minuten bei Raumtemperatur. Nach
gründlichem Waschen  mit  0,3% Tween-20  erfolgte  die  Inkubation  mit  Avidin-POD  0,5  µg/ml
(1:2.000) für 50 Minuten. Dem nochmaligen gründlichen Waschen mit 0,3% Tween-20 folgte die
Darstellung mit SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate von ThermoScientific (Product
# 34080). 
3.11 Interaktion zwischen Peptiden des ICL3 und CaM-BS
Um die Bindung des ICL3 an diese fragliche Bindungsstelle zu klären, wurde mit den Peptiden des
ICL3 und der CaM-BS ein ELISA (Versuchsaufbau siehe 3.12) durchgeführt. 
ELISA
Hierfür wurden NUNC-maxisorb-Platten mit 10 µg/ml  CaM-BS-Peptid beschichtet, als Kontrolle
wurde die Hälfte der Platte nur mit 10 µg/ml BSA beschichtet. Dann folgte die Inkubation mit dem
biotinylierten Peptid des ICL3 in einer Verdünnungsreihe von 1 µM bis 15 nM für eine Stunde bei
Raumtemperatur. Der anschließende Nachweis erfolgte wie unten beschrieben.
Um  eine  spezifische  Interaktion  nachzuweisen,  wurde  anschließend  ein  weiterer  ELISA  als
Verdrängungsversuch durchgeführt. Hierfür wurde zuerst die mit CaM-BS-beschichtete Platte mit
biotinyliertem  ICL3-Peptid  (20  µM)  inkubiert,  nachfolgend  erfolgte  die  Verdrängung  mittels
Inkubation  mit  dem  nativen,  nicht-biotinylierten  ICL3-Peptid  (4,69  µM  bis  300  µM)  und  die
Darstellung mit Avidin-POD wie beschrieben.
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3.12 Bildung von Homodimeren über den ICL3
Um  herauszufinden,  ob  es  sich  bei  der  langen  Variante  des  ICL3  um  eine  variable  Homo-
Dimerisierungsstelle des Rezeptors handelt, wurde die Peptid-Peptid-Interaktion des ICL3 mit sich
selbst getestet. 
ELISA
Soweit nicht anders angegeben erfolgten alle Schritte bei Raumtemperatur. Außerdem wurde die
Platte zwischen allen Schritten gründlich mit PBS gewaschen. Eine NUNC-maxisorb-Platte wurde
30 min mit 0,1 % Glutardialdehyd in PBS aktiviert. Dann wurde die Hälfte der Platte mit 10 µg/ml
des  reinen  ICL3-Peptid  für  1  Stunde  bei  Raumtemperatur,  gefolgt  von  über  Nacht  bei  4°C,
beschichtet.  Als  Kontrolle  wurde  die  andere  Hälfte  der  Platte  mit  1% Glycin  beschichtet.  Die
Beschichtung erfolgte in einem 0,15 M Sodiumtetraborat/HCl-Puffer, pH 8,0. Anschließend wurde
die Platte eine Stunde mit 1% Glycin in 100 mM TRIS, 50 mM NaCl, pH 7,4 geblockt, gefolgt von
einem weiteren einstündigen Blockierungsschritt mit DMEM bei 37°C. Nun wurde das biotinylierte
ICL3-Peptid in einer Verdünnungsreihe 1 µM - 15 nM eine Stunde inkubiert. Zum Nachweis des
Biotins wurde hiernach eine Stunde bei 37°C mit Avidin-POD 1:10.000 bzw. 1:50.000 inkubiert.
Die  Reaktion  wurde  detektiert  mit  OPD  in  einem Puffer  mit  0,1  M  Sodiumcitrat  und  0,1  M
Na2HPO4, pH 5,2. Nach ausreichender Färbung wurde die Reaktion mit 1 M HCl abgestoppt. Die
Färbung wurde bei 492 nm bei einer Referenzwellenlänge von 620 nm gemessen. 
3.13  Identifizierung  von  Calmodulin  als  Bindungspartner  des  C-
Terminus
Calmodulin  wurde  wie  unter  3.8  beschrieben  als  möglicher  Interaktionspartner  gefunden.  Zur
Überprüfung dieser  Prädiktion wurden dot-Blot  Peptidbibliotheken  (siehe Tabelle  S3) beider  C-
Termini mit biotinyliertem Calmodulin inkubiert. 
Herstellung von biotinyliertem Calmodulin
Das in der Arbeitsgruppe bereits vorgehaltene Calmodulin wurde in E. coli BL21-Zellen exprimiert,
die Induktion erfolgte bei OD600 0,65 mit 0,2 mg/ml  IPTG. Die Zellen wurden nach 4 Stunden
geerntet  und  in  10  ml  Lysis-Puffer  (50  mM  Hepes,  100  mM  KCl,  pH  7,5,  1  mM  EDTA)
resuspendiert. Es folgte eine weitere Lyse mittels 30 Sekunden Sonifikation und Zugabe von 20%
Triton X-100 (finale Konzentration 1%). Nach gründlichem Mischen und Pelletieren des Zelldebris,
wurde der Überstand abgenommen. Der Überstand mit gelöstem Protein wurde mit 200 µl 50%iger
GSH-Sepharose (ThermoScientific Produktnummer 15160, Vorbereitung nach Hersteller-Protokoll)
unter  Inversion  inkubiert.  Nach  erfolgter  Inkubation  wurde  der  Calmodulin-GST-Sepharose-
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Komplex mit Waschpuffer (50 mM Hepes, 100 mM KCl, pH 7,5, 0,1% Triton X-100) gründlich
gewaschen. Durch Zugabe von Elutionspuffer  (50 mM Hepes, pH 7,5, 20 mM Glutathion) und
kurze Inkubation wurde Calmodulin wieder in Lösung gebracht. Die Richtigkeit des Proteins wurde
mit  Größenbestimmung  auf  einem SDS-PAGE-Gel  überprüft  und die  Konzentration  mit  einem
Bradford-Assay bestimmt. 
Das  so  hergestellte  Calmodulin  wurde  über  Nacht  bei  4°C  über  einen  Dialyseschlauch  in
Dialysepuffer (50 mM Hepes, 100 mM KCl, pH 7,5) gereinigt.  Die Biotinylierung erfolgte mit
einem 2fachen molaren Überschuss an Biotin-NHSE und einer Inkubationszeit von vier Stunden bei
4°C, gefolgt von einer weiteren Dialyse  über Nacht.  Die erfolgreiche Biotinylierung wurde mit
Avidin-POD 1:500 nachgewiesen. 
Peptid-Array
Alle  Schritte  wurden  in  einem 50  mM  Tris,  pH 7,4,  100  mM  NaCl-Puffer  durchgeführt.  Die
Cellulose-Membran wurde über Nacht bei 4°C inkubiert.  Unspezifische Bindungsstellen wurden
mit  3%  Magermilchpulver  eine  Stunde  bei  37°C  geblockt.  Die  weiteren  Inkubations-  und
Waschschritte erfolgten unter Zusatz von 100 µM Ca²+. Das biotinylierte Calmodulin wurde in einer
Konzentration  von 100 nM für  90 Minuten bei  Raumtemperatur  zugegeben.  Nach gründlichem
Waschen mit 0,3% Tween-20 erfolgte die Inkubation mit Avidin-POD 0,5 µg/ml (1:2.000) für 50
Minuten. Dem nochmaligen gründlichen Waschen mit 0,3% Tween-20 folgte die Darstellung mit
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate von ThermoScientific (Product # 34080). 
ELISA 
Um die Bindung von Calmodulin an diese nun wahrscheinliche Bindungsstelle zu klären, wurde ein
ELISA  durchgeführt.  Eine  NUNC-maxisorb-Platte  (Braunschweig,  Deutschland)  wurde  mit  10
µg/ml  an  KLH  gekoppeltes  CaM-BS-Peptid  in  0,15  M  Natriumtetraborat/HCl-Puffer,  pH  8,0,
beschichtet. Die Beschichtung erfolgte für eine Stunde bei Raumtemperatur, dann über Nacht bei
4°C. Zwischen allen Schritten erfolgte dreimaliges gründliches Waschen mit PBST (0,05 % Triton-
X 100).  Unspezifische  Bindungsstellen  wurden  für  eine  Stunde bei  37°C mit  DMEM-Medium
blockiert. Das biotinylierte Calmodulin wurde in einer Verdünnungsreihe von 1 µM bis 15 nM eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, gefolgt von Avidin-POD 1:10.000 in PBST für eine Stunde
bei 37°C. Die Reaktion wurde detektiert mit OPD in einem Puffer mit 0,1 M Natriumcitrat und 0,1
M Na2HPO4, pH 5,2. Nach ausreichender Färbung wurde die Reaktion mit 1 M HCl abgestoppt. Die
optische Dichte wurde bei 492 nm bei einer Referenzwellenlänge von 620 nm gemessen. 
Um eine mögliche Calcium-Abhängigkeit zu prüfen, wurde dieser ELISA einmal in  Anwesenheit
von Calcium (100 µM Ca²+ in alle Puffer) und einmal ohne Calciumzusatz durchgeführt.
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4 Ergebnisse
4.1  Struktur  und  Splicevarianten  der  transmembranären  und
intrazellulären Domänen des BAI2
Der BAI2 ist durch einen einige Tausend Aminosäuren langen N-Terminus und sein Gen durch eine
hochkomplexe  Intron-Exon-Struktur  gekennzeichnet.  Die  große  Anzahl  an  Exons  lässt  viele
mögliche Isoformen beispielsweise durch alternatives Splicing und Exonskipping vermuten.
Mittels  RT-PCR  Untersuchungen  im  für  die  Transmembrandomäne  und  den  C-Terminus
kodierenden Bereich der BAI2-mRNA wurden mehrere Splicevarianten identifiziert. In Abbildung
7A ist der Aufbau des BAI2 sowie die Lokalisation intrazellulärer Splicevarianten (rot markiert)
schematisch  dargestellt.  Die  Abbildung  7B  zeigt  diese  Splicevarianten  mit  ihrer  konservierten
Intron-Exon-Struktur am humanen und Maus BAI2. Das teilweise fehlende Exon im Bereich der
Transmembrandomäne  findet  sich  sowohl  in  der  humanen  als  auch  in  der  murinen  Sequenz,
wohingegen das 19 Aminosäuren lange Exon des humanen C-Terminus im murinen C-Terminus
noch  nicht  gefunden  oder  beschrieben  wurde.  Die  Exonstruktur  der  transmembranären  und
intrazellulären Domänen und ihre bisher bekannten Splicevarianten erlauben verschiedene mögliche
Kombinationen (Abbildung 7C).
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Abb.  7:  Schematische  Darstellung  der  Struktur  von Transmembrandomäne  und C-Terminus  des  BAI2  und seiner
natürlichen Splicevarianten. Abbildung modifiziert nach Kee et al., 2002. A) Rot markiert sind jene Exone, die teilweise
beim  Splicing  „übersprungen“  (skipping)  werden.  Als  WT  (Wildtyp)  wird  die  BAI2  Sequenz  ohne  Deletionen
bezeichnet.  mBAI2  ΔICL3+Ins  bezeichnet  eine  mBAI2-Variante  mit  acht  Aminosäuren  im ICL3 weniger  als  der
Wildtyp. mBAI2 ΔICL3 bezeichnet eine mBAI2-Variante mit einer Deletion von 33 Aminosäuren im ICL3, welche auf
einem eigenen Exon kodiert sind. hBAI2 ΔICL3 bezeichnet diese Variante des hBAI2. hBAI2ΔCaM bezeichnet die
Variante des hBAI2 mit einer Deletion von 19 Aminosäuren am C-terminalen Ende der intrazellulären Domäne. hBAI2
ΔICL3 ΔCaM bezeichnet die Variante des hBAI2 mit beiden Deletionen. Rot umrahmt sind die zusätzlich zu Kee et al.,
2002,  dargestellten  Splicevarianten.  B)  Darstellung  der  Aminosäuresequenzen  der  in  der  schematischen
Rezeptordarstellung  rot  markierten  Splicevarianten  mit  allen  bekannten  Varianten.  C)  Exonstruktur  der
transmembranären  und  intrazellulären  Domänen  des  BAI2  von  Mensch  und  Maus  mit  den  durch  Exonskipping
entstandenen Splicevarianten und ihrer möglichen Kombinatorik.
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4.2 Evolutionäre Konservierung der Splicevarianten
Das Auftreten der gleichen Splicevarianten des ICL3 in humanen und murinen Sequenzen deutet
auf eine evolutionäre Konservierung dieses alternativen Splicemusters hin. Um diese Hypothese zu
überprüfen,  wurden  verschiedene  andere  orthologe  Sequenzen  von  Säugern  ausgewertet.  Die
entsprechende Aminosäuresequenz fand sich bei allen untersuchten Spezies. Anhand der Intron-
Exon-Struktur  (http://genome.ucsc.edu/)  konnte  gezeigt  werden,  dass  die  relevante  Sequenz  bei
allen Spezies auf einem einzelnen Exon kodiert und die für das alternative Splicing verantwortliche
Splice-Site konserviert ist (Abb. 8). 
   A
   B
Abb.  8:  Evolutionäre  Konservierung  der  Splicesites  im  ICL3.  A)  Exonstruktur  des  transmembranären  und
intrazellulären Anteils des BAI2 WT, rot markiert ist das alternative Exon im ICL3. B) Darstellung der genomischen
Sequenz und Alignment der Sequenzorthologe um das alternative Exon (rot umrahmt). Die Intron-Exon-Struktur ist bei
allen untersuchten Spezies erhalten, die Kodierung erfolgt auf einem einzigen Exon. # Sequenzen gekürzt, ↓ Splicesite
46
Auch  die  C-terminale  Insertion  von  19  Aminosäuren  in  der  humanen  Sequenz  zeigte  eine
Kodierung  der  zugehörigen  Basen  auf  einem  Exon.  Im  Vergleich  mit  weiteren  orthologen
Sequenzen fand sich dieses Exon auch bei anderen Primaten. Bei Carnivoren und Huftieren fand
sich diese Exon nicht, vereinzelt jedoch ähnliche Sequenzen, welche ebenfalls ein zusätzliches Exon
darstellen  könnten  (Abb.  9).  Die  Untersuchung  der  genomischen  Sequenzen  von  weiteren
Carnivoren, Huftieren und Rodentia zeigte keinen Anhalt für die Konservierung des entsprechenden
Exons. 
   A
   B
Abb. 9: Evolutionäre Konservierung der Splicevariante im C-Terminus. A) Exonstruktur des transmembranären und
intrazellulären Anteils des BAI2 WT,  rot markiert ist das alternative Exon im humanen C-Terminus. B) Darstellung der
genomischen Sequenz und Alignment der Sequenzorthologe um das alternative Exon (rot umrahmt). Im Vergleich der
orthologen Sequenzen fand sich diese Insertion durchgehend bei Primaten. Bei Carnivoren und Huftieren fand sich nur
vereinzelt ein Hinweis auf ein homologes Exon. Bei den Rodentia fand sich keine Anhalt für dieses Exon. # Sequenzen
gekürzt, ↓ Splicesite
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4.3 Vorkommen ähnlicher Splicemuster in anderen aGPCR
Für BAI2 und BAI3 sind unterschiedlich lange Varianten des ICL3 beschrieben. Im BAI1 fand sich
bisher nur eine kürzere Variante. Um eine Aussage über das Vorkommen dieser Splicevarianten bei
den aGPCR zu treffen, wurden weitere aGPCR mit den Sequenzen der BAI-Familie verglichen. Im
Sequenzvergleich fand sich im CELSR1 und im LPH1 nur eine kurze Variante des ICL3. Der LPH2
hingegen zeigte im Vergleich mit dem LPH1 eine 24 AS lange Insertion im ICL3 (Abb. 10). Ein
Datenbank-Screening  der  mRNA  Sequenzen  von  GPR110,  GPR111,  GPR113,  GPR115  und
GPR116 zeigte  keine lange  Variante  im ICL3.  Das Fehlen  von Sequenzvarianten  im ICL3 bei
anderen aGPCR schließt ihr natürliches Vorkommen jedoch nicht aus, da die Anzahl von mRNA-
Sequenzen in der Datenbank begrenzt ist. 
Abb.  10:  Längenvariabilität  des  ICL3  in  aGPCR. A)  Schematische  Darstellung  der  Struktur  der  aGPCR  mit
Transmembrandomäne (grau hervorgehoben), rot markiert ist der ICL3. Abbildung modifiziert nach Kee et al., 2002. B)
Darstellung  der  Aminosäuresequenz  des  ICL3  (rot  markiert)  und  der  angrenzenden  Transmembrandomänen  (grau
dargestellt)  und  Alignment der humanen und murinen Sequenzen von BAI1,  BAI2,  BAI3 und CELSR1 sowie der
Maus-Sequenzen von LPH1 und LPH2. Die ICL3 von BAI2, BAI3 (jeweils 33 AS länger) und LPH2 (24 AS länger)
sind deutlich länger als diejenigen von BAI1, CELSR1 und LPH1. 
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4.4 Analyse eines möglichen gewebespezifischen Splicing
Eine mögliche gewebespezifische Expression des BAI2 und seiner Splicevarianten wurde bereits
vermutet  (Shiratsuchi  et  al.,  1997),  aber  noch nicht  näher  spezifiziert  oder  bewiesen.  Zunächst
wurde untersucht, ob die ESTs einzelner Splicevarianten des BAI2 nur in bestimmten Geweben
auftraten. Die Analyse der EST-Daten des BAI2 zeigte mangels ausreichend vieler und ausreichend
langer Sequenzen keine signifikanten Ergebnisse.  Deshalb wurde versucht, mittels  RT-PCR und
Blotquantifizierung  Unterschiede  in  der  Menge  einzelner  Splicevarianten  des  BAI2  in
verschiedenen  Gewebeproben  adulter  Mäuse  aufzudecken.  Auch  die  durchgeführte  PCR-Blot-
Analyse erbrachte kein eindeutiges Ergebnis. Mit großer Wahrscheinlichkeit ist die geringe Menge
an BAI2-mRNA in den untersuchten Proben hierfür verantwortlich. Diese Überlegung wird durch
vorherige Studien gestützt, die zeigten, dass die Expression in adultem Gewebe wesentlich niedriger
ist als in embryonalem Gewebe (Kee et al., 2002).
4.5 Analyse der relativen Abundanz von Splicevarianten des BAI2
Viele  Splicevarianten  eines  primären  Transkripts  entstehen  durch  aberrantes  Splicing  und  sind
deshalb wahrscheinlich von geringer Bedeutung für die Zellfunktion. Führt ein alternatives Splicing
zu  mehreren  abundanten  Transkripten  ist  eine  adäquate  Funktion  im  Vergleich  zur  häufigsten
Transkriptform oder eine physiologisch relevante Funktionsvariation anzunehmen. Um diese Frage
für die BAI2-Splicevarianten im ICL3 zu beantworten, wurden diese zunächst quantifiziert. In einer
anfänglich durchgeführten EST-Datenbankrecherche  fanden sich in verschiedenen Säugerspezies
sowohl die kurze als auch die lange Variante des ICL3. In der humanen EST-Datenbank fanden sich
die Wildtypvariante (8x) und die um 33 Aminosäuren verkürzte Variante des ICL3 (11x). Bei den
Maus-Sequenzen fanden sich insgesamt 13 EST für diesen Bereich des BAI2. Hiervon waren 5x die
Wildtypvariante, 6x die um 33 Aminosäuren verkürzte Variante und 2x eine um 14 Aminosäuren
verkürzte Variante zu finden. Diese Daten zeigen eine Tendenz für eine Gleichverteilung der zwei
Hauptsplicevarianten im ICL3 auf. Jedoch erlaubt die geringe Anzahl vorhandener Sequenzen keine
statistisch belegbare quantitative Aussage. Deshalb wurde eine quantitative Analyse mittels PCR-
Blot an Gehirngewebeproben von sechs Mäusen durchgeführt. Der PCR-Blot zeigte eine Ratio der
Δ-Variante  zum  Wildtyp  von  1,7  ±  0,1  (n=6)  und  damit  die  signifikante  Expression  beider
Hauptsplicevarianten (Abb. 11).
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Abb.  11  Quantifizierung  von  Splicevarianten  des  BAI2  mittels  RT-PCR  und  quantitativem  DNA-Blot.  Zur
Quantifizierung  von  Splicevarianten  im ICL3  des  BAI2  wurden  diesen  Bereich  überspannende  Fragmente  mittels
spezifischer Primer in einer PCR generiert. Die Fragmente wurden in einem 8% Polyacrylamid-Gel getrennt und auf
Nitrozellulose geblottet. Der Nachweis der Fragmente erfolgte mittels einer biotinylierten Sonde und nachfolgender
Detektion über eine Avidin-POD-Substrat-Reaktion. A) Kalibrierung des PCR-Blots mittels cDNA-Plasmidproben. 1-9
Plasmidproben  mit  definiertem  Verhältnis  von  WT/Δ-cDNA  (1:50  bis  50:1).  0  Negativkontrolle:  Wasser.
Bandenintensität (photometrisch ausgewertet) korreliert linear mit der cDNA-Ratio. r²=0,996.
B)  Quantitative  PCR-Blot-Analyse  von  BAI2-Splicevarianten  in  mRNA  von  Mausgehirnen.  Die  Gewebeproben
stammten von sechs Tiere (n 1-6). Negativkontrolle 0: Wasser. Positivkontrolle +: cDNA-Plasmidmischung 1:1 beider
Splicevarianten. Aus der Bandenintensität wurde das Expressionsverhältnis von Δ-Variante zu Wildtyp von 1,7 ± 0,1
(n=6) ermittelt.
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4.6  Signaltransduktion  und  intrazelluläre  Interaktionen  der
Splicevarianten
Bei der Analyse der Aminosäurestruktur fiel auf, dass die lange ICL3-Variante aus 33 Aminosäuren
mit  stark  hydrophobem  Charakter  besteht.  Hydrophobe  Proteinabschnitte  haben  häufig  eine
wichtige  strukturgebende  Funktion  (z.  B.  Transmembranhelix).  Auch  die  starke  evolutionäre
Konservierung dieses Abschnittes spricht hierfür. Es stellten sich die Fragen nach einer möglichen
Veränderung in der Membrantopologie des Rezeptors,  sowie einer möglichen Interaktion dieses
Abschnittes mit dem C-Terminus oder einer Homodimerisierung über diese Aminosäuren. 
Um weitere mögliche Interaktionspartner zu finden, wurde die Aminosäurestruktur unter anderem
mit  der  Calmodulin  Target  Database  (Ikura  Lab,  Ontario  Cancer  Institute,
http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/ctdb/sequence.html) verglichen. Hierbei wurde eine putative
19 AS lange Interaktionsstelle mit Calmodulin im humanen C-Terminus identifiziert (siehe Abb.
19). 
4.6.1  Funktionelle  Relevanz  der  Längenvariation  des  dritten  intrazellulären
Loop (ICL3)
Die quantitativ relevante Expression beider Splicevarianten des ICL3 konnte gezeigt werden. In der
Splicevariante  WT kodieren  99  zusätzliche  Nukleotide  für  33  meist  hydrophobe  Aminosäuren
(Abb. 12B). An dieser Position im Rezeptormolekül und bei einer Länge von über 20 Aminosäuren
könnte dieser Bereich eine verlängerte oder sogar zusätzliche Transmembranhelix darstellen. Dies
würde die  Topologie  des  letzten  Drittels  des  Rezeptormoleküls  deutlich  ändern.  Im Falle  einer
zusätzlichen  Transmembranhelix  würde  der  C-Terminus  nicht  mehr  intrazellulär  sondern
extrazellulär liegen (Abb. 12 C). 
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Abb.  12:  Hydrophobizitätsprofile  der  Splicevarianten  des  ICL3  des  BAI2  und  sich  daraus  ableitende,  mögliche
Topologievarianten. A) Hydrophobizitätsprofile (Kyte & Doolittle Scale Mean Hydrophobicity Profile, Scan Window
Size  13,  BioEdit  Sequence  Alignment  Editor)  des  hBAI2  mit  der  kurzen  ICL3-Variante  (Sequenz:  NCBI Protein:
AAI36534.1) und der langen ICL3-Variante (Sequenz: NCBI Protein: NP_001694.2). Die Position auf der x-Achse gibt
die Aminosäureposition im Rezeptormolekül an, die graue Markierung zeigt die Lage der Transmembrandomäne. Die
Verlängerung  des  ICL3  ist  rot  hervorgehoben  und  zeigt  einen  zusätzlichen  hydrophoben  Bereich.  B)  Mögliche
Topologievarianten des BAI2 in der Zellmembran. In Variante 1 führen die 33 Aminosäuren im ICL3 des BAI2 WT (rot
markiert) zu einem außergewöhnlich langen ICL3, in der Δ-Variante ist der ICL3 verkürzt (Deletion grau dargestellt).
Variante  2  zeigt  einen  WT,  bei  welchem  diese  33  hydrophoben  Aminosäuren  (rot  markiert)  eine  weitere
Transmembranhelix darstellen und so zu einer extrazellulären Lage des C-Terminus führen. Die Δ-Variante ist hier ohne
grau markierte Deletionsstelle dargestellt, die ICL3-Domäne ist bei WT- und Δ-Variante gleich groß.
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Zur  Untersuchung der  Orientierung des  Rezeptors  in  der  Zellmembran  wurde ein Oberflächen-
ELISA durchgeführt. Die verwendeten Konstrukte mit N-terminalem HA-Tag und C-terminalem
myc-Tag sind in Abbildung 13 schematisch dargestellt. Um die Expression aller Konstrukte in der
Zelle unabhängig von ihrer Lokalisation in der Zellmembran zu quantifizieren, wurde ein  Total-
ELISA mit N-terminalem HA-tag und C-terminalem flag-tag durchgeführt (Abb. 15). 
Die ELISA-Konstrukte bestanden jeweils  aus den beiden Varianten der BAI2-7TM, sowie dem
BAI2-C-Terminus, und waren fusioniert mit dem N-Terminus des muskarinischen M3-Rezeptors.
Der N-Terminus des M3R wurde gewählt,  da er verglichen mit dem des BAI2 relativ kurz und
einfach zu exprimieren  ist.  Expressionsvektoren waren der pEU-TF (Total-ELISA) bzw. pcDps
(Oberflächen-ELISA). Als Kontrollkonstrukte wurden der M3R mit N-terminalem HA-/myc-Tag
und der MC4-Rezeptor mit N-terminalem HA-Tag und C-terminalem FLAG-tag im pcDps-Vektor
exprimiert.
Abb. 13: Schematische Darstellung der BAI2- und Kontrollkonstrukte, die zur Durchführung des Topologie-ELISA
genutzt wurden. BAI2-WT Variante 1: Transmembrandomäne und C-Terminus des BAI2-Wildtyp mit N-Terminus des
M3-Rezeptors, N-terminalem HA-Tag, sowie C-terminalem myc-Tag. BAI2-WT Variante 2: mögliche Variante, wenn
die  zusätzlichen  hydrophoben  Aminosäuren  eine  zusätzliche  Membrandomäne  bilden  und  so  eine  Änderung  der
Topologie  verursachen.  BAI2ΔICL3:  Transmembrandomäne  und  C-Terminus  des  BAI2  mit  Deletion  von  33
Aminosäuren im ICL3 mit N-Terminus des M3R, N-terminalem HA-Tag, sowie C-terminalem myc-Tag. 
HA-M3-Rezeptor  und  myc-M3R:  Positivkontrollen  mit  dem  jeweiligen  N-terminalen  Tag,  dargestellt  ist  der
Versuchsaufbau des Oberflächen-ELISA: Antikörper-Inkubation mit Anti-HA/myc-Antikörper.
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Die  Analyse  der  Konstrukte  im  Oberflächen-ELISA  ergab,  dass  alle  Konstrukte  einen
extrazellulären  N-Terminus  besitzen  und  in  annähernd  gleicher  Menge  an  die  Zelloberfläche
gelangen  (Abb.  14A).  Das  Fehlen  der  33  Aminosäuren  im  ICL3  beeinflusst  nicht  die
Oberflächenexpression des Rezeptors. Im Gegensatz dazu ließ sich der myc-markierte C-Terminus
bei  keinem der BAI-Konstrukte an der  Oberfläche  nachweisen (Abb. 14B).  Eine Änderung der
Membrantopologie  im  Sinne  eines  extrazellulären  C-Terminus  aufgrund  der  Deletion  im  ICL3
konnte damit nicht nachgewiesen werden. Es muss deshalb davon ausgegangen werden, dass bei
beiden BAI2-ICL3-Splicevarianten der C-Terminus intrazellulär lokalisiert ist.
Abb.  14:  Oberflächenexpression  und  Membrantopologie  der  BAI2  WT/Δ-Konstrukte  im  Oberflächen-ELISA.  Die
Antikörper-Inkubation mit Anti-HA (Abb. A) zeigte die extrazelluläre Lage der N-Termini von HA-BAI2 WT-myc und
HA-BAI2 Δ-myc sowie der Positivkontrolle HA-M3R. Myc-M3R fungierte in Abb. A) als Negativkontrolle, in Abb. B)
als Positivkontrolle nach Inkubation mit Anti-myc. Die myc-markierten C-Termini der übrigen Konstrukte ließen sich
extrazellulär nicht darstellen (Abb. B). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. Ausgewählt wurde ein repräsentatives




























































Um zu überprüfen, ob Unterschiede in der Oberflächen-Expression eventuell durch unterschiedliche
Gesamtexpression der Konstrukte hervorgerufen werden, wurde die Konstrukt-Expression in der
gesamten  Zelle  mittels  eines  Total-ELISA  quantifiziert.  Als  Positivkontrolle  und
Expressionsstandard diente der MC4-Rezeptor. Gemessen an der MC4-Expression betrug die der
Konstrukte 44,8 % (BAI2 WT) bzw. 28,1 % (BAI2 Δ). Die Expression des HA-BAI2 Δ betrug 62,8
% der des HA-BAI2 WT. 
Obwohl  die  BAI2  Δ-Variante  geringer  als  die  WT-Variante  exprimiert  wurde,  hätte  eine
Veränderung der Membrantopologie in diesem Assay sichtbar werden müssen.
Abb.  15:  Total-ELISA  zur  Quantifizierung  der  Expression
beider BAI2-Konstrukte in der Zelle. Als Konstrukte dienten
die  beiden  ICL3-Splicevarianten  mit  C-Terminus,  fusioniert
mit dem N-Terminus des M3-Rezeptors im Vektor pEU-TF.
Positivkontrolle:  MC4-Rezeptor  im  pcDps-Vektor,
Negativkontrolle:  GFP  im  pcDps.  Alle  Konstrukte  sind  N-
terminal  HA-  und  C-terminal  FLAG-markiert.  Als
Beschichtungsantikörper  dient  Anti-FLAG-M2,  als
Primärantikörper  Anti-HA-POD.  Dargestellt  sind  die
Mittelwerte  ±  SEM.  Ausgewählt  wurde  ein  repräsentatives
























4.6.2 Interaktion des ICL3 mit dem murinen C-Terminus
Bei  einigen  Rhodopsin-ähnlichen  GPCR wurden  Interaktionen  des  ICL3  mit  dem  C-Terminus
beschrieben. Beim Rhodopsin gibt es beispielsweise eine Interaktion des ICL3 mit der achten Helix
(Davies et al., 2001). Um herauszufinden, ob der lange ICL3 des BAI2 eine solche Interaktion mit
dem C-Terminus zeigt, wurde ein Peptid-Array durchgeführt. Grundlage hierfür war eine dot-blot-
Peptidbibliothek  des  murinen  BAI2-C-Terminus.  Diese  wurde  mit  biotinyliertem  ICL3-Peptid
inkubiert. Es zeigte sich eine unspezifische Anreicherung auf der dot-blot-Peptidbibliothek (Abb.
16). Eine klare Interaktion des ICL3 mit dem C-Terminus ließ sich durch diesen Versuch jedoch
nicht zeigen.
Abb. 16: Interaktion des ICL3 mit dem murinen BAI2-C-Terminus. Es wurde eine dot-blot-Peptidbibliothek des BAI2-
C-Terminus auf einer Zellulosemembran angefertigt. Die einzelnen Punkte der dot-blot-Peptidbibliothek bestehen aus
jeweils  20mer  Peptiden.  Die  ersten  beiden  N-terminalen  Aminosäuren  der  Peptide  sind  jeweils  unter  den
entsprechenden Peptid-dots aufgelistet. Nach Inkubation mit biotinyliertem ICL3-Peptid zeigte sich eine unspezifische
Anreicherung auf der dot blot-Peptidbibliothek. 
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4.6.3 Interaktion zwischen Peptiden des ICL3 und CaM-BS
Das  alternative  Exon  im humanen  BAI2-C-Terminus  könnte  aufgrund  seiner  räumlichen  Nähe
ebenfalls eine mögliche Bindungsstelle für Peptid-Peptid-Interaktionen, für den langen ICL3 sein.
Dies wurde mit den Peptiden des ICL3 und der CaM-BS mittels ELISA getestet. Hierfür wurden
NUNC-maxisorb-Platten  mit  CaM-BS beschichtet  und  mit  dem biotinylierten  Peptid  des  ICL3
inkubiert. Es zeigte sich eine Bindung sowohl an CaM-BS als auch an die Negativkontrolle BSA
(Abb. 17A). Die Spezifität der Bindung wurde durch einen weiteren ELISA untersucht. Um eine
spezifische Interaktion nachzuweisen, erfolgte die Untersuchung der Interaktion durch Kompetition
des biotinyliertem ICL3-Peptid (20 µM) mit dem nicht-biotinyliertem ICL3-Peptid (4,69 µM bis
300 µM). Im Falle einer spezifischen Interaktion würde man eine sigmoidale Displacement-Kurve
erwarten. Wie in Abb. 17 B zu sehen, konnte die Bindung des biotinyliertem ICL3-Peptid nur linear
durch  das  nicht-biotinyliertem  ICL3-Peptid  aufgehoben  werden,  was  für  eine  unspezifische
Interaktion zum ICL3 spricht.
Abb. 17: Interaktion zwischen den Peptiden von ICL3 und CaM-BS. A) Bindung des biotinylierten ICL3-Peptids an mit
CaM-BS beschichtete NUNC-maxisorb-Platten. Als Negativkontrolle dienten mit BSA beschichtete Platten. Es zeigte
sich eine größere Affinität des ICL3 an CaM-BS im Vergleich zu BSA. B) Mittels eines Kompetitions-ELISA wurde
versucht,  gebundenes biotinyliertes  ICL3-Peptid mit nicht-biotinyliertem ICL3-Peptid zu verdrängen.  Es zeigte sich

















































4.6.4 Bildung von Homodimeren über den ICL3
Verschiedene  GPCR  bilden  Homo-  oder  Heterodimere,  wobei  7TM  oder  C-Termini  die
intermolekulare  Wechselwirkung  bedingen.  Beispiele  hierfür  sind  der  Dopamin  D2-Rezeptor,
welcher über seine 7TM dimerisiert (Lee et al., 2003) und die GABAB-Rezeptoren, welche über
eine coiled-coilded Struktur in ihren C-Termini dimerisieren. Um zu untersuchen, ob es sich bei
dem nur teilweise exprimierten, langen ICL3 um eine variable Homo-Dimerisierungsstelle handelt,
wurde die Peptid-Peptid-Interaktion in einem ELISA gemessen. Hierzu wurden dem biotinylierten
Peptid des ICL3 als Bindungspartner der unbiotinylierte ICL3 beziehungsweise Glycin angeboten.
Es zeigte sich eine unspezifische Bindung an beide Peptide, die mit sinkender Konzentration des
biotinylierten ICL3-Peptids rückläufig war (Abb.18). 
Abb. 18: Interaktion zwischen biotinyliertem ICL3-Peptid und
nativem  ICL3.  Es  wurden  NUNC-maxisorb-Platten  mit
unbiotinyliertem  ICL3-Peptid  beziehungsweise  Glycin  als
Kontrolle  beschichtet  und  mit  biotinyliertem  ICL3-Peptid
inkubiert. Es zeigte sich eine unspezifische Bindung an beide
Beschichtungen,  die  mit  sinkender  Konzentration  des
biotinylierten  ICL3  rückläufig  war.  Dargestellt  sind  die



































4.6.5 Calmodulininteraktion am C-Terminus
Calmodulin spielt in der Signaltransduktion der Zelle eine wichtige Rolle. Die Signalweiterleitung
erfolgt über die Bindung von Calcium-Ionen und Modifikation der Interaktionen mit verschiedenen
Zielproteinen.  Calmodulin  ist  unter  anderem  an  der  Regulation  von  Entzündungsprozessen,
Apoptose  und  Immunreaktionen  beteiligt.  Diese  Überschneidung  zur  vermuteten  Funktion  der
aGPCR führte zur Suche nach Calmodulin-Bindungsstellen im BAI2. Zur Identifizierung möglicher
Bindungsstellen wurde eine Calmodulin Target Database genutzt. Im humanen BAI2-C-Terminus
fand  sich  eine  putative,  19  AS-lange  Interaktionsstelle  (CaM-BS).  In  der  Maus-BAI2-Sequenz
fehlen diese 19 AS. Stattdessen wurde in der Sequenz der Maus eine putative Bindungsstelle 40 AS
N-terminal  der  humanen  postuliert.  Diese  potentielle  Bindungsstelle  wird  im  humanen  BAI2
aufgrund einer anderen Aminosäuresequenz (L1456M) nicht angezeigt. 
A B
QDVVKCQMGV  CRADESEDSP  DSCKNGQLQI  LSDFEKDVDL  ACQTVLFKEV  
0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000
NTCNPSTITG  TLSRLSLDED  EEPKSCLVGP  EGSLSFSPLP  GNILVPMAAS
0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000
PGLGEPPPPQ  EANPVYMCGE  GGLRQLDLTW  LRPTEPGSEG  DYMVLPRRTL
0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000
SLQPGGGGGG  GEDAPRARPE  GTPRRAAKTV  AHTEGYPSFL  SVDHSGLGLG
0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000
PAYGSLQNPY  GMTFQPPPPT  PSARQVPEPG  ERSRTMPRTV  PGSTMKMGSL
0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000
ERKKLRYSDL  DFEKVMHTRK  RHSELYHELN  QKFHTFDRYR  SQSTAKREKR
0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 0004999999
WSVSSGGAAE  RSVCTDKPSP  GERPSLSQHR  RHQSWSTFKS  MTLGSLPPKP
9999999999  9994000000 0000000000 0000000000 0000000000
RERLTLHRAA AWEPTEPPDG DFQTE
0000000000 0000000000 000000
QDVVKCQMGV  CRADESEDSP  DSCKNGQLQI  LSDFEKDVDL  ACQTVLFKEV
0000000000  0000000000  0000000000  0000000000  0000000000
NTCNPSTITG  TLSRLSLDED  EEPKSCLVGP  EGGLSFSPLP  GNILVPMAAS
0000000000  0000000000  0000000000  0000000000  0000000000
PGLGEPPPPQ  ETNPVYMCGE  GGLRQLDLTW  IRQSEPGSEG  DYMVLPRRTL
0000000000  0000000000  0000000000  0000000000  0000000000
SLQPGGGGTA  GEEAPRARPE  GTPRRAAKTV  AHTEGYPSFL  SVEHSGLGLG
0000000000  0000000000  0000000000  0000000000  0000000000
PAYGSLQNPY  GMTFQPPPPT  PSARQVPEPG  ERSRTMPRTV  PGSTMKLGSL
0000000000  0000000000  0000000000  0000000999  9999999999
ERKKLRYSDL  DFEKVMHTRK  RHSELYHELN  QKFHTFDRYR  SQSSAKEKPS
9999999000  0000000000  0000000000  0000000000  0000000000
PPGGRPGLSQ  HRRHQSWSTF  KSMTLGSLPP  KPRERLALHR  TAAWEPTEPP
0000000000  0000000000  0000000000  0000000000  0000000000
DGDFQTEV
00000000
Abb. 19: Putative Calmodulin-Bindungsstellen im humanen und murinen BAI2-C-Terminus nach einer Calmodulin
Target Database (Ikura Lab, Ontario Cancer Institute,  http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/ctdb/sequence.html). Die
Werte (0 bis 9) zeigen die Wahrscheinlichkeit einer putativen Bindungsstelle. Ermittelt wurden die Werte anhand jeweils
20  benachbarter  Aminosäuren.  Die  Normalisierung erfolgte  anhand  der  eingegebenen Sequenzen.  A)  Im  humanen
BAI2-C-Terminus zeigte sich eine 19 AS lange putative Calmodulin-Bindungsstelle (CaM-BS, rot markiert).  B) Im
murinen BAI2-C-Terminus fehlen diese 19 AS. Die hier rot markierte putative Bindungsstelle wird im humanen BAI2
aufgrund eines AS-Austausches (L1456M) nicht angezeigt.
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Zur  Überprüfung  dieser  Prädiktion  wurden  dot-blot  Peptidbibliotheken  beider  C-Termini  mit
Calmodulin inkubiert. Hierbei konnte eine verstärkte Calmodulinbindung über der vorhergesagten
Position im humanen C-Terminus detektiert werden. Im Gegensatz dazu konnte an der putativen
Sequenz im Maus-C-Terminus keine erhöhte CaM-Bindung nachgewiesen werden (Abb. 20).
A
    
 
B        CaM 
SR TM PR TV PG ST  MK LG SL ER KK LR YS DL  DF EK VM HT RK RH SE LY HE LN QK FH TF 
              CaM
DRYR SQ SSAK EK PSPPGGRPGLSQHRRHQSWS
Abb.  20:  Bindung  von CaM an  den  humanen  bzw.  murinen  BAI2-C-Terminus  als  dot  blot-Peptidbibliothek.  Die
einzelnen dots der Peptidbibliothek auf einer Zellulosemembran bestehen aus jeweils 20mer Peptiden. Die ersten beiden
N-terminalen Aminosäuren der Peptide sind jeweils unter den entsprechenden Peptid-dots aufgelistet. A) Bindung von
CaM an den humanen BAI2-C-Terminus. Nach Inkubation mit biotinyliertem CaM zeigte sich eine Bindung des CaM
an  der  Prädiktionsstelle  (unterstrichen)  auf  der  Zellulosemembran.  B)  Bindung  von  CaM  an  den  Maus-BAI2-C-
Terminus. Es zeigte sich keine Bindung des CaM an der Prädiktionsstelle (unterstrichen).
60
Die Bindung des  biotinylierten  Calmodulin  an  die  prädiktierte  Bindungsstelle  des  humanen  C-
Terminus wurde im ELISA verifiziert. Es zeigte sich eine stärkere Bindung des Calmodulins an das
Peptid  CaM-BS  im  Vergleich  zur  Beschichtung  mit  KLH.  Der  ELISA  wurde  mit  und  ohne
Calciumzusatz durchgeführt. Es zeigte sich keine Calcium-Abhängigkeit (Abb. 21).
Abb. 21:  Peptid-Peptid-Interaktion des biotinylierten CaM mit
CaM-BS-Peptid. Es wurden NUNC-maxisorb-Platten mit CaM-
BS-Peptid beziehungsweise KLH als Kontrolle beschichtet und
dann  mit  biotinyliertem  CaM  inkubiert.  Es  zeigte  sich  eine
stärkere Bindung des CaM an das Peptid CaM-BS im Vergleich
zur Beschichtung mit KLH, die mit sinkender Konzentration des
CaM rückläufig war.  Eine Calcium-Abhängigkeit der Bindung
konnte nicht festgestellt werden. Alle ELISA-Proben wurden als
Triplikate getestet. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM.  
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Der BAI2 gehört zur bisher relativ unerforschten Gruppe der aGPCR. Diese Gruppe zeichnet sich
durch  ihre  großen  extrazellulären  Domänen  und  multiple  Subdomänen  aus  (Fredriksson  et  al.,
2003). Die extrazellulären Domänen bestehen aus bekannten Strukturdomänen wie EGF-ähnlichen,
TSR, Leucin-reichen Sequenzen oder Immunglobulinen und Cadherinen. Diese Domänen und die
vermutlich starke Glykosylierung legen eine Funktion in der Zelladhäsion nahe (Yona et al., 2008;
Cork  et  al.,  2011).  Die  komplexe  Struktur  der  aGPCR erschwert  ihre  Erforschung.  Bei  einer
Vielzahl dieser Rezeptoren ist daher noch kein Agonist bekannt. Die BAI-Familie ist eine der acht
Untergruppen der aGPCR und besteht aus drei Mitgliedern (BAI1-3) (Schiöth et al., 2010). BAI1 ist
das  bisher  am  besten  untersuchte  Familienmitglied.  Seine  ursprüngliche  Entdeckung  als
Regulierungsgen des Tumorsuppressorgens p53 konnte aufgrund von divergierenden Ergebnissen
noch nicht endgültig bestätigt werden (Cork et al.,  2011). In den letzten Jahren wurden weitere
Signalwege des BAI1 beschrieben (siehe 1.3.5 Signaltransduktion und Interaktionen mit anderen
intrazellulären  Proteinen).  Die  Rolle  des  BAI1 scheint  sich  nicht  nur  auf  die  Vermittelung der
Apoptose zu beschränken. Es wird auch eine Funktion in der Myogenese angenommen (Hochreiter-
Hufford et al., 2013). Auch pathophysiologisch gewinnt der BAI1 an Bedeutung, so beschreiben
Wang  et  al.  ihn  als  möglichen  Marker  für  sinkende  Neovaskularisierung  und  allgemeine
Tumorsuppression bei Astrozytomen (Wang et al., 2013). 
Über Struktur, Bindungspartner und mögliche Funktionen des BAI2 ist bisher wenig bekannt. Wie
alle  aGPCR  besitzt  er  neben  einer  sehr  großen  extrazellulären  Domäne  eine  sehr  komplexe
genomische Struktur mit Potential für viele Splicevarianten (Bjarnadottir et al., 2007). Ziel dieser
Arbeit war es, hier anzuknüpfen und die Proteintruktur, sowie die natürlichen Splicevarianten der
transmembranären  und  intrazellulären  Domänen  des  BAI2  darzustellen  und  deren  Häufigkeit,
evolutionäre Konservierung und Funktion zu untersuchen.
Im ICL3 der Transmembrandomäne des BAI2 war bereits eine Splicevariante beschrieben (Kee et
al., 2002), deren starke evolutionäre Konservierung in dieser Arbeit gezeigt wurde (siehe Abb. 8 und
9). Außerdem wurde die Topologie der Transmembrandomäne untersucht. Für beide Splicevarianten
konnte  die  extrazelluläre  Lage  des  N-terminalen  Endes,  sowie  die  intrazelluläre  Lage  des  C-
terminalen Endes nachgewiesen werden (siehe Abb. 14).  Auch eine Interaktion der langen ICL3-
Splicevariante  mit  dem  BAI2-C-Terminus  wurde  im  Rahmen  dieser  Arbeit  untersucht,  eine
spezifische Bindung konnte allerdings nicht nachgewiesen werden. 
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Die zweite, in dieser Arbeit untersuchte, Splicevariante liegt im humanen C-Terminus. Sie zeigt eine
weniger ausgeprägte evolutionäre Konservierung mit Auftreten vor allem bei Primaten (Abb. 9). In
dieser  Arbeit  konnte  die  Calcium-unabhängige  Calmodulinbindung  an  diese  Sequenz  gezeigt
werden.  Nach  diesen  Ergebnissen  handelt  es  sich  bei  der  C-terminalen  Splicevariante  um eine
variable Calmodulin-Bindungsstelle.
Der Fokus dieser Arbeit lag auf den transmembranären und intrazellulären Domänen des BAI-2, da
diese Domänen auch die Signaltransduktion anderer aGPCR mit determinieren. Beispiele hierfür
sind  die  BAI1-vermittelte  Aufnahme  apoptotischer  Zellen  (Park  et  al.,  2007)  und  EMR2-  und
CD97-vermittelte Zellmigration (Yona et al. 2008,Yona et al., 2008, Galle et al., 2006). Auch für
den C-Terminus einiger aGPCR-Mitglieder wie BAI1, GPR124 und GPR125 konnten Interaktionen
mit Zytosolproteinen nachgewiesen werden. Nach dieser Datenlage wird eine sowohl G-Protein-
abhängige als auch -unabhängige Funktionsweise der aGPCR erwartet (Yona et al., 2008).
5.1  Evolutionäre  Konservierung,  Gewebespezifität  und  Relevanz  der
transmembranären und intrazellulären BAI2-Domänen
Die  genomische  Struktur  des  BAI2  ist  durch  eine  hochkomplexe  Intron-Exon-Struktur
gekennzeichnet und macht ihn damit zu einem typischen Vertreter der aGPCR (Bjarnadottir et al.,
2007). Die große Exonanzahl lässt viele  mögliche Isoformen des Rezeptors vermuten.  In dieser
Arbeit sind die möglichen Isoformen des Rezeptors dargestellt und untersucht. Anhand genomischer
Sequenzen konnte gezeigt werden, dass es sich bei den untersuchten BAI2-Splicevarianten um auf
Aminosäureebene  und  genomischer  Organisationsebene  konservierte  Splicevarianten  handelt,
welche durch Exonskipping entstehen. Das Exon, welches die lange Variante des ICL3 kodiert, ist
bei den Säugern konserviert, ebenso die Splicesites. Im Gegensatz hierzu ist das Exon, welches im
humanen BAI2-C-Terminus für eine zusätzliche  Insertion von 19 Aminosäuren verantwortlich ist,
nur  bei  Primaten  konserviert.  Bei  Carnivoren  und Huftieren  fanden  sich  vereinzelt  Sequenzen,
welche ebenfalls für ein zusätzliches Exon kodieren könnten. Bei anderen Carnivoren, Huftieren
und Rodentia gab es keinen Anhalt für ein entsprechendes Exon. 
Verglichen mit anderen aGPCR finden sich weitere Familienmitglieder mit auffällig langen ICL3-
Domänen,  hierzu  zählen  BAI3  und  LPH2.  Interessanterweise  findet  sich  auch  bei  den  nah
verwandten Rezeptoren BAI1 (Kee et al., 2002) und LPH1 nur ein kurzer ICL3. Da es sich hierbei
um eine  Datenbankanalyse  handelt,  schließt  dies  ihr  natürliches  Vorkommen  nicht  aus,  da  die
Sequenzanzahl und -qualität in der Datenbank (noch) begrenzt ist. Nach heutigem Kenntnisstand ist
davon auszugehen, dass sich die lange Variante des ICL3 des BAI2 erst in der Entwicklung zu den
Säugetieren entwickelt hat. 
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Shiratsuchi  et  al.  beschrieben  bereits  1997  unterschiedlich  lange  Sequenzen  des  BAI2  in
verschiedenen  Geweben und damit  eine  mögliche  gewebespezifische  Expression des  BAI2 und
seiner  Splicevarianten  (Shiratsuchi  et  al.,  1997).  Eine  Bestätigung  oder  Spezifizierung  hierfür
erfolgte bis dato nicht. Eine Datenbankrecherche lieferte aufgrund zu weniger und zu kurzer EST-
Sequenzen  keine  signifikanten  Ergebnisse.  In  dieser  Arbeit  wurde  daher  ein  Versuchsaufbau
etabliert,  um  die  gewebespezifische  Expression  zu  untersuchen.  Leider  brachte  auch  die
Untersuchung  von  Gewebeproben  adulter  Mäuse  mittels  RT-PCR und  Blotquantifizierung  kein
eindeutiges Ergebnis. Hierfür ist wahrscheinlich die geringe Menge an mRNA in den untersuchten
Gewebeproben adulter  Mäuse verantwortlich,  da die  Expression  in  adultem Gewebe wesentlich
niedriger ist als in embryonalem Gewebe (Kee et al., 2002).
Die  quantitativ  signifikante  Expression  beider  durch  alternatives  Splicing  entstandener  ICL3-
Varianten konnte in dieser Arbeit anhand einer PCR-Blot-Analyse gezeigt werden. Eine adäquate
Funktion beider Transkriptformen oder eine physiologisch relevante Funktionsvariation ist aufgrund
der  signifikanten  Expression  beider  Splicevarianten  anzunehmen.  Da  bei  der
Aminosäurestrukturanalyse  ein  stark  hydrophober  (Transmembrandomänen-ähnlicher)  Charakter
des  langen  ICL3-Abschnittes  auffiel,  wurde  eine  mögliche  Topologieänderung  des  Rezeptors
untersucht.  Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  die  C-Termini  beider  ICL3-Splicevarianten  nicht
extrazellulär  liegen.  Bei  der  langen  ICL3-Splicevariante  handelt  es  sich  also  nicht  um  eine
zusätzliche  Transmembrandomäne.  Um einen  vollständigen  Eindruck  des  Rezeptors  und  seiner
räumlichen  Struktur  zu  bekommen,  wäre  die  Lösung  einer  Kristallstruktur  notwendig.  Auf  die
Expression des N-Terminus wurde aufgrund seiner Größe und damit verbundenen Schwierigkeit
seiner Expression verzichtet und stattdessen der relativ kurze, einfach zu exprimierende N-Terminus
des M3R als N-Terminus für die ELISA-Konstrukte gewählt. Es ist jedoch aus zahlreichen anderen
Experimenten zu schließen, dass der N-Terminus für die Faltung der 7TM nicht von Relevanz ist
(Bohnekamp et al., 2011).  
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5.2  Signaltransduktion  und  Interaktionen  der  transmembranären  und
intrazellulären BAI2-Domänen
5.2.1 Interaktionen der ICL3-Domäne
Die Hydrophobizität  der ICL3-Domäne und ihre starke evolutionäre Konservierung sprechen für
eine wichtige Funktion in der Signaltranduktion. Daher wurde dieser Sequenzabschnitt inklusive
seiner  möglichen  Interaktion  mit  dem  C-Terminus  oder  einer  möglichen  Homodimerisierung
eingehend untersucht. 
Eine Interaktion  des ICL3 mit  dem C-Terminus wurde bei einigen Rhodopsin-ähnlichen GPCR
beobachtet. Beispielsweise beschreiben Davies et al. eine Interaktion des ICL3 des Rhodopsins mit
der achten Helix (Davies et al., 2001). Unsere in-vitro-Versuche konnten jedoch keine Interaktion
des  ICL3  mit  dem BAI2-C-Terminus  nachweisen.  Im  durchgeführten  Peptid-Array  zeigte  sich
lediglich eine unspezifische Bindung des ICL3-Peptides. 
Es wurde außerdem eine mögliche Interaktion zwischen den Peptiden der langen ICL3-Variante
und des alternativen Exon im humanen C-Terminus (CaM-BS) untersucht, da sich diese aufgrund
ihrer räumlichen Nähe als Bindungspartner anbieten würde. Der durchgeführter ELISA zeigte eine
signifikante Peptid-Peptid-Interaktion, deren Spezifität in einem Kompetitions-ELISA jedoch nicht
bestätigt werden konnte. Die hier sichtbare lineare Aufhebung der Peptidbindung spricht gegen eine
spezifische Interaktion beider Peptide.
Bei einigen GPCR ist die Bildung von Homodimeren über ihren C-Terminus oder die TMD mithilfe
intermolekularer  Wechselwirkung  beschrieben.  Beispielsweise  dimerisiert  der  Dopamin  D2-
Rezeptor über seine TMD (Lee et  al.,  2003).  Die GABAB-Rezeptoren dimerisieren über coiled-
coiled Strukturen in ihren C-Termini. Eine mögliche Homodimerisierung des BAI2 über die lange
Variante  des  ICL3,  die  dann  durch  alternatives  Splicen  zustande  käme,  wurde  mittels  ELISA
untersucht. Eine Interaktion zwischen Peptiden der langen ICL3-Domäne konnte im durchgeführten
ELISA nicht gezeigt werden (Abb. 18). 
Auch wenn diese ersten Untersuchungen zur möglichen Funktion der beiden ICL3-Varianten noch
kein positives Ergebnis  erbrachten und sich bisher kein signifikanter  Unterschied zwischen den
Splicevarianten  zeigte,  können  die  gewonnenen  Erkenntnisse  doch  in  die  weitere  Analyse  der
Signaltransduktion und Ligandensuche eingebracht  werden. Es wäre z.B. denkbar,  dass sich die
beiden ICL3-Varianten in der G-Protein-Kopplung oder bei der Rekrutierung von intrazellulären
Interaktionspartnern unterscheiden. Membrannahe Abschnitte des ICL3 sind z. B. in Rhodopsin-
ähnlichen  GPCR  wichtige  Interaktionsstellen  für  G-Proteine  (Liu  et  al.,  1995).  Sobald  die
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Signaltransduktion über G-Proteine auch für den BAI2 charakterisiert ist, wäre eine Testung der
Splicevarianten auf mögliche Unterschiede sehr interessant. 
5.2.2  Alternatives  Splicing  des  BAI2-C-Terminus  generiert  eine  Calmodulin-
Bindungsstelle 
In der Signaltransduktion der Zelle spielt Calmodulin eine wichtige Rolle. Calmodulin reguliert die
Signalweiterleitung über Bindung von Calcium-Ionen und Modifikation von Proteininteraktionen.
Calmodulin  ist  durch  Bindung  an  verschiedenste  Proteine  an  der  Regulation  von
Entzündungsprozessen,  Apoptose,  Stoffwechsel  und  Immunreaktionen  beteiligt  (Tidow  et  al.,
2013). Aufgrund der Vielzahl an Prozessen, in die Calmodulin eingebunden ist, wurde in dieser
Arbeit auch nach einer möglichen Calmodulin-Interaktion mit dem C-Terminus des BAI2 gesucht.
Interessanterweise  konnte  mithilfe  einer  Calmodulin  Target  Database  eine  potentielle
Bindungsstelle im humanen BAI2-C-Terminus vorhergesagt werden, welche auf einem Exon mit
variabler Expression liegt. Zusätzlich fiel auf, dass sich eben dieses Exon wahrscheinlich erst im
Laufe der Evolution entwickelt hat, da es sich fast ausschließlich bei Primaten findet. Da es sich bei
der Auswertung der Calmodulin Target Database um Vorhersagen handelt, musste diese Prädiktion
zunächst  experimentell  bestätigt  werden.  Der  durchgeführte  Peptid-Array  zeigte  erhöhte
Peptidbindung an die Prädiktionsstelle auf den dot-blot Peptidbibliotheken. Auch im ELISA konnte
die Bindung des Calmodulins an die prädiktierte Bindungsstelle im humanen C-Terminus verifiziert
werden. Eine Calcium-Abhängigkeit der Calmodulinbindung konnte nicht gezeigt werden. 
Bei  dieser  Splicevariante  handelt  sich  also  um  eine  durch  Exonskipping  modulierte
Calmodulininteraktionsstelle.  Die  biologische  Relevanz  dieser  Interaktion  gilt  es  in  weiteren
Studien zu untersuchen. Denkbar wäre z.B. eine Scaffold-Funktion des Calmodulins und/oder die
Modulation der Signaltransduktion durch eine permanente Calmodulinbindung an einer Isoform.
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5.3 Ausblick
Die komplexe Intron-Exon-Struktur des BAI2 und der aGPCR allgemein, sowie die sich hieraus
ergebenden  Möglichkeiten  zum  Auftreten  verschiedener  Isoformen  durch  alternatives  Splicen,
gehört zum typischen Erscheinungsbild der aGPCR. Viele andere GPCR sind intronlos und weisen
diese hohe Variationsmöglichkeit nicht auf. Diese Arbeit konzentrierte sich auf die intrazellulären
und transmembranären Domänen des BAI2. Die noch wesentlich längere extrazelluläre Domäne
bietet viel Raum für weitere Isoformen und damit möglicherweise auch verschiedene Funktionen
des  Rezeptors  (Kee  et  al.,  2002). Derzeit  limitieren  die  wenigen  in  öffentlichen  Datenbanken
vorhandenen  EST-Sequenzdaten  für  BAI2  umfassende  Aussagen  über  das  Repertoire  von
Splicevarianten.  Neue  Sequenziertechnologien  ermöglichen  jedoch  heute  viele  Millionen
Transkripte  in  Geweben  gleichzeitig  zu  sequenzieren.  Damit  wird  es  zukünftig  einfacher,
gewebespezifische Unterschiede in der Qualität und Quantität von Splicevarianten zu detektieren.
Auch die Suche nach gewebespezifischen Unterschieden würde hiermit vereinfacht werden. Nach
erfolgreicher Klärung der Sequenzbesonderheiten des BAI2 (und weiterer aGPCR) wäre der nächste
Schritt  die  genaue  Struktur  der  Rezeptoren  darzustellen,  zum  Beispiel  mithilfe  von
Kristallstrukturen. Sobald hierdurch eine funktionell exprimierbare Variante des BAI2 identifiziert
wurde, gilt es die Suche nach potentiellen Liganden fortzuführen und die Signaltransduktion weiter
zu entschlüsseln.
Neben der in dieser Arbeit beschriebenen möglichen Signaltransduktion über Calmodulin wurde
eine weitere Möglichkeit von Okajima et al. beschrieben. Die Gruppe fand eine Mutation der GPS-
Domäne, welche die Proteolyse des BAI2 verhindert. Durch die Proteolyse an der GPS-Domäne
entsteht C-terminal ein Fragment, welches den NFAT-Pfad aktivieren kann (Okajima et al., 2010).
Die Arbeitsgruppe um Okajima et al. folgerte daraus, dass es sich bei BAI2 um einen funktionellen
GPCR handeln könnte, der – reguliert durch Proteolyse – den NFAT-Pfad aktiviert. Sollte sich die
Annahme von Okajima et al. und die Annahme der C-terminalen Calmodulininteraktion bestätigen,
wäre  für  den  BAI2-Rezeptor  die  These  der  sowohl  G-Protein-abhängigen  als  auch  G-Protein-
unabhängigen Funktion bewiesen. Diese Überlegung wurde auch für die Gruppe der aGPCR bereits
gestellt (Yona et al., 2008).
Bisher  wurden  neben  dem hier  beschriebenen  Calmodulin  mit  GIP und  GABPγ zwei  weitere
Bindungspartner des BAI2-Rezeptors beschrieben (Zencir et al., 2011; Jeong et al., 2006). Auch sie
binden am C-Terminus des BAI2 (Zencir et al., 2011; Jeong et al., 2006). GIP bindet über PDZ-
Domänen  an  seine  Bindungspartner  und  vermittelt  so  Protein-Protein-Interaktionen  in  den
Bereichen  von Zellsignaling,  Adhäsion  und Ionentransporterfunktion,  sowie  der  Formation  von
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„tight junctions“ (Zencir et al., 2011; Jelen et al., 2003). Eine mögliche Funktion oder Modulierung
dieser Interaktion durch Splicevarianten oder  andere BAI2-Interaktionspartner wurde noch nicht
beschrieben und wäre ein weiterer interessanter Ansatzpunkt für zukünftige Studien.
Diese  Arbeit  reiht  sich  in  die  wachsende  Literatur  im  Verständnis  um  die  aGPCR  ein.  Die
bisherigen Ergebnisse liefern viele Ansätze für mögliche Funktionsweisen der aGPCR und damit
deren (patho-)physiologische Rolle. Es ist zu erwarten, dass die weitere Erforschung dieser Gruppe
den Beweis bringen kann, dass es sich um echte GPCR handelt und einige Rezeptoren aufgrund
ihrer  multiplen  Subdomänen  mehr  als  einen  Bindungspartner  und  mehr  als  eine
Funktion/Signaltransduktion haben. Auch die Entdeckung einer therapeutischen Relevanz der BAI-
Familie beispielsweise in der Hemmung des Tumorwachstums wäre vorstellbar. Ebenso vorstellbar
wäre auch eine Verwendung als Tumormarker: BAI1 bei Astrozytomen (Wang et al., 2013) und
BAI2 bei  intrakranialen  Ependymomen  im Kindesalter  (Karakoula  et  al.,  2013)  oder  malignen
Gliomen des Erwachsenenalters (Foltz et al., 2006). 
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Adhesion-GPCR gehören zu einer bisher sehr wenig untersuchten Klasse von ca.  30 G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren. Sie sind charakterisiert durch eine komplexe genomische Struktur, sehr
große  extrazelluläre  Domänen  und  eine  Vielzahl  von  Splicevarianten.  Nur  bei  sehr  wenigen
Mitgliedern  ist  die  Signaltransduktion  und  die  Funktion  genauer  untersucht  worden.  Über  die
meisten aGPCR ist hingegen wenig bekannt, zu diesen gehört auch der aGPCR BAI2. Außer einer
starken  Expression  im  zentralen  Nervensystem  ist  weder  der  endogene  Agonist  noch  seine
Signaltransduktion  bisher  identifiziert.  Zum Verständnis  der  physiologischen  Relevanz  und  zur
Suche  nach  dem endogenen  Agonist  sind  Kenntnisse  über  Proteinstruktur,  Splicevarianten  und
Signaltransduktion essentiell. 
Ziel dieser Arbeit war es, mittels verschiedener in vitro-Methoden die Proteinstruktur des BAI2 in
den transmembranären und intrazellulären Domänen näher zu untersuchen, sowie die natürlichen
Splicevarianten  in  diesem  Bereich,  deren  evolutionäre  Konservierung,  Gewebespezifität  und
Quantität  zu  erfassen.  Anschließend  wurden  die  gefundenen  Splicevarianten  auf  mögliche
Interaktionen mit intrazellulären Komponenten untersucht. Bei diesen Untersuchungen wurden die
folgenden wesentlichen Ergebnisse erzielt:
 Mittels  Datenbankrecherche  und  RT-PCR-Untersuchungen  konnten  in  den  für  die
Transmembrandomäne und den C-Terminus kodierenden Bereichen der BAI2-mRNA eine
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Splicevariante  im 3 intrazellulären  Loop (ICL3) und eine Splicevariante  im C-Terminus
identifiziert  werden.  Durch  Untersuchung  der  genomischen  Sequenzen  verschiedener
Spezies konnte sowohl eine starke evolutionäre Konservierung auf der Aminosäure Ebene
als auch eine Konservierung der Splicevarianten auf der genomischen Organisationsebene
nachgewiesen werden. Die Analyse ergab weiterhin, dass die gefundenen Splicevarianten
durch Exonskipping entstehen.
 Durch  eine  quantitative  PCR-Blot-Analyse  konnte  gezeigt  werden,  dass  beide
Splicevarianten  des  ICL3 in  einem definierten  Verhältnis  natürlicherweise  auftreten.  Es
wurden keine  Hinweise  auf  eine  Gewebespezifität  der  Splicevarianten  gefunden,  jedoch
erlaubten die begrenzte Sensitivität der Methode und die geringe Expression von BAI2 in
vielen Geweben keine finalen Aussagen. 
 Die lange Splicevariante im ICL3 kodiert für über 30 großteils hydrophobe Aminosäuren.
Deshalb lag der Verdacht nahe,  dass diese Sequenz für eine weitere Transmembranhelix
kodiert. Mittels ELISA konnte jedoch gezeigt werden, dass die durch alternatives Splicing
verursachte Längenvariation des ICL3 nicht zu einer Änderung der Membrantopologie des
Rezeptors führt.
 In den durchgeführten Peptidarrays ergab sich weder ein Hinweis auf eine Interaktion der
langen Variante des ICL3 mit dem C-Terminus des BAI2 noch auf eine Homodimerisierung
des BAI2, die über diese Variante des ICL3 hätte vermittelt werden können.
 Mittels verschiedener Peptid-Arrays konnte die Bindung von Calmodulin an die prädiktierte
Bindungsstelle des humanen C-Terminus gezeigt und verifiziert werden. Diese Calmodulin-
BAI2-Interaktion ist nicht Calcium-abhängig.
Diese Arbeit belegt die Existenz mehrerer BAI2-Isoformen in vivo. Die Struktur dieser Isoformen
lässt unterschiedliche Funktionalitäten vermuten. Auch wenn erste Untersuchungen zur Topologie
des  Transmembranbereiches  der beiden ICL3-Varianten  keinen Unterschied ergaben,  sind diese
Erkenntnisse für die weitere Analyse der Signaltransduktion und Ligandensuche bedeutend. Es ist
z.B.  denkbar,  dass  sich  die  beiden  ICL3-Varianten  in  der  G-Protein-Kopplung  oder  bei  der
Rekrutierung von intrazellulären Interaktionspartnern unterscheiden. Im Falle der Splicevariante im
C-Terminus  ergaben  die  Untersuchungen  klar,  dass  über  ein  Exonskipping  die
Rekrutierungsmöglichkeit  von  Calmodulin  reguliert  wird.  Die  biologische  Konsequenz  dieses
Unterschieds  beider  Splicevarianten  gilt  es in  weiteren  Studien zu untersuchen.  Denkbar  wären
hierbei  z.B.  eine  Scaffold-Funktion  des  Calmodulins  und/oder  die  Modulation  der
Signaltransduktion durch eine permanente Bindung des Calmodulins an einer Isoform. 
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Summary
Adhesion-G protein-coupled receptors (aGPCRs) form a group of about 30 not well understood
GPCRs. Their main characteristics are their complex genomic structure, large extracellular domains
and numerous splice variants. Signal transduction and function have only been investigated in a few
members. Little is known about many aGPCRs, including the so called brain-angiogenesis inhibitor
2 (BAI2). Besides a strong expression in the central nervous system, neither its endogenous agonist
nor  its  signal  transduction  mechnism  have  been  identified  so  far.  For  understanding  of  its
physiological relevance and to search for the endogenous agonist knowledge of protein structure,
splice variants and signal transduction is essential. 
Therefore,  the aim of this  work was to investigate -  via  various  in  vitro  methods -  the protein
structure of BAI2 with its transmembranous and intracellular domains,  as well as natural splice
variants  of  these  domains.  In  addition,  their  evolutionary  conservation,  tissue  specificity  and
quantity  was  investigated.  Afterwards  the  respective  splice  variants  were  tested  for  possible
interactions with intracellular components. The following major results were obtained:
 Via database research and RT-PCR analysis one splice variant in BAI2-mRNA coding for
the third intracellular loop (ICL3) and one in the coding mRNA for the C Terminus was
identified.  The  analysis  of  genomic  sequences  of  different  species  demonstrated
evolutionary conservation at the amino acid level as well as conservation at the genomic
organisational  level.  Our  analyses  also  showed  that  the  detected  splice  variants  had
developed through exon skipping.
 Quantitative PCR-blot analysis showed the natural appearance of both ICL3 splice variants
in a defined ratio. Evidence of tissue specifity was not found. However, the sensitivity of the
applied methods and and the low expression of BAI2 in most tissues did not allow for final
conclusion as to tissue specificity.
 The longer ICL3 splice variant encodes for 30 mostly hydrophobic amino acids. Therefore,
this  sequence was suspicious  of  encoding for  another  transmembranous  helix.  Using an
ELISA we showed that ICL3 lenght variation does not change the receptor´s topology in the
membrane.
 Using peptide array analysis we found neither an evidence for an interaction between the
longer ICL3 variant with the BAI2 C terminus nor for homodimerization of BAI2 via its
longer ICL3 variant.
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 Using a peptide array binding of calmodulin on the predicted binding site was demonstrated.
Interestingly, the interaction between calmodulin and BAI2 was not calcium-depending.
This  work  documents  the  existence  of  several  BAI2  isoforms  in  vivo.  The  structure  of  these
isoforms suggests different functionalities. Despite the fact that these first analyses of the BAI2
transmembrane topology in both ICL3 splice variants showed no significant difference, the findings
are important for further investigation of signal transduction and the search for the putative ligands.
For example, a difference between both splice variants regarding G-protein coupling oder recruting
of intracellular interaction partners would be possible. In case of the C-terminal splice variant our
findings  clearly  showed  that  exon  skipping  regulates  calmodulin  recruitment.  The  biological
consequence has to be further investigated. In this regard a scaffold function of calmodulin and/or
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Anhang
Tabelle S1:  Vorkommen und Häufigkeit von BAI2-Transkripten in verschiedenen Spezies.  EST-
Daten zur Gewebeexpression des BAI2. Aufgeführt sind jeweils Spezies und Gewebe  in denen
BAI2-Fragmente gefunden wurden, (n) Zahl der gefundenen ESTs.
Spezies Gewebe
Homo sapiens (Mensch) Stammzellen Embryonale Stammzellen (1)


















Pan troglodytes verus (Westlicher Schimpanse) Zentral Frontallappen (1)





Leber (Kalb, 6 Monate alt), (2)
Hoden (1)
gepoolt - Knochenmark, Alveolarmakro-phagen, 
Ovar, fetaler Muskel (1)
- Lymphknoten, Fettzellen, Ovar,  
Hypothalamus, Hypophyse (2)
- Ovar, Medulla ablongata, Uterus, 30 
Tage alte Embryonen (3)
-  Oozyten,  in  vitro  Embryos  (2-Zell-
Stadium,  Morula,  Blastozysten,  in  vivo
Blastozysten,  Frucht  (8,  14,  16  und  18
Tage); Corpora lutea (3, 5, 8, 14, 16, 18
und  35  Tage);  Ovarialfollikel  in
unterschiedlichen Stadien, Eileiter (0, 3,
5 Tage), Endometrium (5, 8, 14, 16, 18,
35 Tage); Placenta/Embryo 35 Tage nach
Empfängnis (1)
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- Testis, Thymus, Muskel, Pankreas,  
Nebennieren, Endometrium (2)
- Embryonen 20 und 40 Tage (3)
Ovis aries (Schaf) Peripher Knochenkallus, gepoolt (1)
Pongo  abelii (Sumatra-Orang Utan) Zentral Kortex (6)
Macaca (Makake, Berberaffe) Zentral Kleinhirnkortex (1)




Mus musculus (Maus) Stammzellen Neuronale Stammzellen, undifferenziert 
(4)
Neuronale Stammzellen, differenziert (1)
Zentral Gehirn, adultes (6)
Gehirn, Embryo (26)
Gehirn, Neugeborene (7)
Cortex, O Tage neonatal (1)
Cerebellum, 10 Tage neonatal (2)
Auge, embryonal/neonatal/adultes (4)
Bulbus olfactorius (3)
Lateraler Ventrikel, laterale Wand (6)
Subfornical organ, Area postrema (1)
Hippocampus (3)
Diencephalon, 16 Tage neonatal (3)
Rückenmark (2)
Retina, Pool verschiedener 
Entwicklungsstadien (1)




Auge mit retinaler Degeneration (1)
Pools - Fetus, gesamt 13,5-14,5 d p.c. (7)
- Cerebellum, Hirnstamm, Bulbus 
olfactorius, Hypothalamus, Cortex, 
Amygdala, Basalganglien, Hypo-physe, 
Striatum, Hippocampus (4)
- Plazenta 14 d p.c., Gehirn, adult (1)
- Adultes Männchen: Darmmukosa, 
Lymphknoten, Gallenblase, 
Vesicularbläschen; Embryonen: 
Rückenmark, Gehirn, Lunge; Neonaten: 
Cortex, Cerebellum, Diencephalon, 
Medula oblongata, Testis; adultes 
Weibchen, 10 Tage p.c.: Ovarien, Uterus;
(2)
-gesamter Kopf, Embryo 15 Tage (1)
Tumorgewebe Lungentumore, gepoolt (2)
Embryonales Carcinom (1)
Rattus norvegius (Ratte) Zentral Gehirn, gepoolt (1)
Hypothalamus (9)
Hypothalamus und Hypophyse (1)




Capra aegagrus hircus (Ziege) gepoolt Embryo und Uterus (1)
Cavia porcellus (Hausmeerschweinchen) Bulbus (1)
Canis lupus familiaris (Hund) Zentral Gehirn (3)
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Gepoolt Herz, Leber, Niere, Testis, Gehirn (1)
Sciurus vulgaris (Eichhörnchen) Zentral Hirnstamm (1)
Tabelle  S2:  Verwendete Peptide.  Die  Peptide  wurden  hergestellt  von  der  Core  Unit  Peptid-
Technologien  um  Dr.  Sven  Rothemund  (Interdisziplinäres  Zentrum  für  Klinische  Forschung
(IZKF), Medizinische Fakultät, Universität Leipzig).
Peptid CaM-BS
BC-11 (2011-04-28)








Tabelle  S3:  dot-blot-Membranen  von  der  Core  Unit  Peptid-Technologien.  Die  Peptide  wurden
hergestellt  von der  Core  Unit  Peptid-Technologien  um Dr.  Sven Rothemund  (Interdisziplinäres
Zentrum für Klinische Forschung (IZKF), Medizinische Fakultät, Universität Leipzig). 1) Aufbau
der  dotblot-Membran  mit  Nummerierung  der  einzelnen  Peptidfelder.  2)  Tabelle  mit






















Peptidfeld Aminosäuresequenz Peptidfeld Aminosäuresequenz
1 QDVVKCQMGVCRADESEDSP 61 GGLRQLDLTWLRPTEPGSEG
2 VVKCQMGVCRADESEDSPDS 62 LRQLDLTWLRPTEPGSEGDY
3 KCQMGVCRADESEDSPDSCK 63 QLDLTWLRPTEPGSEGDYMV
4 QMGVCRADESEDSPDSCKNG 64 DLTWLRPTEPGSEGDYMVLP
5 GVCRADESEDSPDSCKNGQL 65 TWLRPTEPGSEGDYMVLPRR
6 CRADESEDSPDSCKNGQLQI 66 LRPTEPGSEGDYMVLPRRTL
7 ADESEDSPDSCKNGQLQILS 67 PTEPGSEGDYMVLPRRTLSL
8 ESEDSPDSCKNGQLQILSDF 68 EPGSEGDYMVLPRRTLSLQP
9 EDSPDSCKNGQLQILSDFEK 69 GSEGDYMVLPRRTLSLQPGG
10 SPDSCKNGQLQILSDFEKDV 70 EGDYMVLPRRTLSLQPGGGG
11 DSCKNGQLQILSDFEKDVDL 71 DYMVLPRRTLSLQPGGGGGG
12 CKNGQLQILSDFEKDVDLAC 72 MVLPRRTLSLQPGGGGGGGE
13 NGQLQILSDFEKDVDLACQT 73 LPRRTLSLQPGGGGGGGEDA
14 QLQILSDFEKDVDLACQTVL 74 RRTLSLQPGGGGGGGEDAPR
15 QILSDFEKDVDLACQTVLFK 75 TLSLQPGGGGGGGEDAPRAR
16 LSDFEKDVDLACQTVLFKEV 76 SLQPGGGGGGGEDAPRARPE
17 DFEKDVDLACQTVLFKEVNT 77 QPGGGGGGGEDAPRARPEGT
18 EKDVDLACQTVLFKEVNTCN 78 GGGGGGGEDAPRARPEGTPR
19 DVDLACQTVLFKEVNTCNPS 79 GGGGGEDAPRARPEGTPRRA
20 DLACQTVLFKEVNTCNPSTI 80 GGGEDAPRARPEGTPRRAAK
21 ACQTVLFKEVNTCNPSTITG 81 GEDAPRARPEGTPRRAAKTV
22 QTVLFKEVNTCNPSTITGTL 82 DAPRARPEGTPRRAAKTVAH
23 VLFKEVNTCNPSTITGTLSR 83 PRARPEGTPRRAAKTVAHTE
24 FKEVNTCNPSTITGTLSRLS 84 ARPEGTPRRAAKTVAHTEGY
25 EVNTCNPSTITGTLSRLSLD 85 PEGTPRRAAKTVAHTEGYPS
26 NTCNPSTITGTLSRLSLDED 86 GTPRRAAKTVAHTEGYPSFL
27 CNPSTITGTLSRLSLDEDEE 87 PRRAAKTVAHTEGYPSFLSV
28 PSTITGTLSRLSLDEDEEPK 88 RAAKTVAHTEGYPSFLSVDH
29 TITGTLSRLSLDEDEEPKSC 89 AKTVAHTEGYPSFLSVDHSG
30 TGTLSRLSLDEDEEPKSCLV 90 TVAHTEGYPSFLSVDHSGLG
31 TLSRLSLDEDEEPKSCLVGP 91 AHTEGYPSFLSVDHSGLGLG
32 SRLSLDEDEEPKSCLVGPEG 92 TEGYPSFLSVDHSGLGLGPA
33 LSLDEDEEPKSCLVGPEGSL 93 GYPSFLSVDHSGLGLGPAYG
34 LDEDEEPKSCLVGPEGSLSF 94 PSFLSVDHSGLGLGPAYGSL
35 EDEEPKSCLVGPEGSLSFSP 95 FLSVDHSGLGLGPAYGSLQN
36 EEPKSCLVGPEGSLSFSPLP 96 SVDHSGLGLGPAYGSLQNPY
37 PKSCLVGPEGSLSFSPLPGN 97 DHSGLGLGPAYGSLQNPYGM
38 SCLVGPEGSLSFSPLPGNIL 98 SGLGLGPAYGSLQNPYGMTF
39 LVGPEGSLSFSPLPGNILVP 99 LGLGPAYGSLQNPYGMTFQP
40 GPEGSLSFSPLPGNILVPMA 100 LGPAYGSLQNPYGMTFQPPP
41 EGSLSFSPLPGNILVPMAAS 101 PAYGSLQNPYGMTFQPPPPT
42 SLSFSPLPGNILVPMAASPG 102 YGSLQNPYGMTFQPPPPTPS
43 SFSPLPGNILVPMAASPGLG 103 SLQNPYGMTFQPPPPTPSAR
44 SPLPGNILVPMAASPGLGEP 104 QNPYGMTFQPPPPTPSARQV
45 LPGNILVPMAASPGLGEPPP 105 PYGMTFQPPPPTPSARQVPE
46 GNILVPMAASPGLGEPPPPQ 106 GMTFQPPPPTPSARQVPEPG
47 ILVPMAASPGLGEPPPPQEA 107 TFQPPPPTPSARQVPEPGER
48 VPMAASPGLGEPPPPQEANP 108 QPPPPTPSARQVPEPGERSR
49 MAASPGLGEPPPPQEANPVY 109 PPPTPSARQVPEPGERSRTM
50 ASPGLGEPPPPQEANPVYMC 110 PTPSARQVPEPGERSRTMPR
51 PGLGEPPPPQEANPVYMCGE 111 PSARQVPEPGERSRTMPRTV
52 LGEPPPPQEANPVYMCGEGG 112 ARQVPEPGERSRTMPRTVPG
53 EPPPPQEANPVYMCGEGGLR 113 QVPEPGERSRTMPRTVPGST
54 PPPQEANPVYMCGEGGLRQL 114 PEPGERSRTMPRTVPGSTMK
55 PQEANPVYMCGEGGLRQLDL 115 PGERSRTMPRTVPGSTMKMG
56 EANPVYMCGEGGLRQLDLTW 116 ERSRTMPRTVPGSTMKMGSL
57 NPVYMCGEGGLRQLDLTWLR 117 SRTMPRTVPGSTMKMGSLER
58 VYMCGEGGLRQLDLTWLRPT 118 TMPRTVPGSTMKMGSLERKK
59 MCGEGGLRQLDLTWLRPTEP 119 PRTVPGSTMKMGSLERKKLR
60 GEGGLRQLDLTWLRPTEPGS 120 TVPGSTMKMGSLERKKLRYS
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121 PGSTMKMGSLERKKLRYSDL 183 QMGVCRADESEDSPDSCKNG
122 STMKMGSLERKKLRYSDLDF 184 GVCRADESEDSPDSCKNGQL
123 MKMGSLERKKLRYSDLDFEV 185 CRADESEDSPDSCKNGQLQI
124 MGSLERKKLRYSDLDFEVMH 186 ADESEDSPDSCKNGQLQILS
125 SLERKKLRYSDLDFEVMHTR 187 ESEDSPDSCKNGQLQILSDF
126 ERKKLRYSDLDFEVMHTRKR 188 EDSPDSCKNGQLQILSDFEK
127 KKLRYSDLDFEVMHTRKRHS 189 SPDSCKNGQLQILSDFEKDV
128 LRYSDLDFEVMHTRKRHSEL 190 DSCKNGQLQILSDFEKDVDL
129 YSDLDFEVMHTRKRHSELYH 191 CKNGQLQILSDFEKDVDLAC
130 DLDFEVMHTRKRHSELYHEL 192 NGQLQILSDFEKDVDLACQT
131 DFEVMHTRKRHSELYHELNQ 193 QLQILSDFEKDVDLACQTVL
132 EVMHTRKRHSELYHELNQKF 194 QILSDFEKDVDLACQTVLFK
133 MHTRKRHSELYHELNQKFHT 195 LSDFEKDVDLACQTVLFKEV
134 TRKRHSELYHELNQKFHTFD 196 DFEKDVDLACQTVLFKEVNT
135 KRHSELYHELNQKFHTFDRY 197 EKDVDLACQTVLFKEVNTCN
136 HSELYHELNQKFHTFDRYRS 198 DVDLACQTVLFKEVNTCNPS
137 ELYHELNQKFHTFDRYRSQS 199 DLACQTVLFKEVNTCNPSTI
138 YHELNQKFHTFDRYRSQSTA 200 ACQTVLFKEVNTCNPSTITG
139 ELNQKFHTFDRYRSQSTAKR 201 QTVLFKEVNTCNPSTITGTL
140 NQKFHTFDRYRSQSTAKREK 202 VLFKEVNTCNPSTITGTLSR
141 KFHTFDRYRSQSTAKREKRW 203 FKEVNTCNPSTITGTLSRLS
142 HTFDRYRSQSTAKREKRWSV 204 EVNTCNPSTITGTLSRLSLD
143 FDRYRSQSTAKREKRWSVSS 205 NTCNPSTITGTLSRLSLDED
144 RYRSQSTAKREKRWSVSSGG 206 CNPSTITGTLSRLSLDEDEE
145 RSQSTAKREKRWSVSSGGAA 207 PSTITGTLSRLSLDEDEEPK
146 QSTAKREKRWSVSSGGAAER 208 TITGTLSRLSLDEDEEPKSC
147 TAKREKRWSVSSGGAAERSV 209 TGTLSRLSLDEDEEPKSCLV
148 KREKRWSVSSGGAAERSVCT 210 TLSRLSLDEDEEPKSCLVGP
149 EKRWSVSSGGAAERSVCTDK 211 SRLSLDEDEEPKSCLVGPEG
150 RWSVSSGGAAERSVCTDKPS 212 LSLDEDEEPKSCLVGPEGGL
151 SVSSGGAAERSVCTDKPSPG 213 LDEDEEPKSCLVGPEGGLSF
152 SSGGAAERSVCTDKPSPGER 214 EDEEPKSCLVGPEGGLSFSP
153 GGAAERSVCTDKPSPGERPS 215 EEPKSCLVGPEGGLSFSPLP
154 AAERSVCTDKPSPGERPSLS 216 PKSCLVGPEGGLSFSPLPGN
155 ERSVCTDKPSPGERPSLSQH 217 SCLVGPEGGLSFSPLPGNIL
156 SVCTDKPSPGERPSLSQHRR 218 LVGPEGGLSFSPLPGNILVP
157 CTDKPSPGERPSLSQHRRHQ 219 GPEGGLSFSPLPGNILVPMA
158 DKPSPGERPSLSQHRRHQSW 220 EGGLSFSPLPGNILVPMAAS
159 PSPGERPSLSQHRRHQSWST 221 GLSFSPLPGNILVPMAASPG
160 PGERPSLSQHRRHQSWSTFK 222 SFSPLPGNILVPMAASPGLG
161 ERPSLSQHRRHQSWSTFKSM 223 SPLPGNILVPMAASPGLGEP
162 PSLSQHRRHQSWSTFKSMTL 224 LPGNILVPMAASPGLGEPPP
163 LSQHRRHQSWSTFKSMTLGS 225 GNILVPMAASPGLGEPPPPQ
164 QHRRHQSWSTFKSMTLGSLP 226 ILVPMAASPGLGEPPPPQET
165 RRHQSWSTFKSMTLGSLPPK 227 VPMAASPGLGEPPPPQETNP
166 HQSWSTFKSMTLGSLPPKPR 228 MAASPGLGEPPPPQETNPVY
167 SWSTFKSMTLGSLPPKPRER 229 ASPGLGEPPPPQETNPVYMC
168 STFKSMTLGSLPPKPRERLT 230 PGLGEPPPPQETNPVYMCGE
169 FKSMTLGSLPPKPRERLTLH 231 LGEPPPPQETNPVYMCGEGG
170 SMTLGSLPPKPRERLTLHRA 232 EPPPPQETNPVYMCGEGGLR
171 TLGSLPPKPRERLTLHRAAA 233 PPPQETNPVYMCGEGGLRQL
172 GSLPPKPRERLTLHRAAAWE 234 PQETNPVYMCGEGGLRQLDL
173 LPPKPRERLTLHRAAAWEPT 235 ETNPVYMCGEGGLRQLDLTW
174 PKPRERLTLHRAAAWEPTEP 236 NPVYMCGEGGLRQLDLTWIR
175 PRERLTLHRAAAWEPTEPPD 237 VYMCGEGGLRQLDLTWIRQS
176 ERLTLHRAAAWEPTEPPDGD 238 MCGEGGLRQLDLTWIRQSEP
177 LTLHRAAAWEPTEPPDGDFQ 239 GEGGLRQLDLTWIRQSEPGS
178 LHRAAAWEPTEPPDGDFQTE 240 GGLRQLDLTWIRQSEPGSEG
179 void 241 LRQLDLTWIRQSEPGSEGDY
180 QDVVKCQMGVCRADESEDSP 242 QLDLTWIRQSEPGSEGDYMV
181 VVKCQMGVCRADESEDSPDS 243 DLTWIRQSEPGSEGDYMVLP
182 KCQMGVCRADESEDSPDSCK 244 TWIRQSEPGSEGDYMVLPRR
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245 IRQSEPGSEGDYMVLPRRTL 307 LRYSDLDFEKVMHTRKRHSE
246 QSEPGSEGDYMVLPRRTLSL 308 YSDLDFEKVMHTRKRHSELY
247 EPGSEGDYMVLPRRTLSLQP 309 DLDFEKVMHTRKRHSELYHE
248 GSEGDYMVLPRRTLSLQPGG 310 DFEKVMHTRKRHSELYHELN
249 EGDYMVLPRRTLSLQPGGGG 311 EKVMHTRKRHSELYHELNQK
250 DYMVLPRRTLSLQPGGGGTA 312 VMHTRKRHSELYHELNQKFH
251 MVLPRRTLSLQPGGGGTAGE 313 HTRKRHSELYHELNQKFHTF
252 LPRRTLSLQPGGGGTAGEEA 314 RKRHSELYHELNQKFHTFDR
253 RRTLSLQPGGGGTAGEEAPR 315 RHSELYHELNQKFHTFDRYR
254 TLSLQPGGGGTAGEEAPRAR 316 SELYHELNQKFHTFDRYRSQ
255 SLQPGGGGTAGEEAPRARPE 317 LYHELNQKFHTFDRYRSQSS
256 QPGGGGTAGEEAPRARPEGT 318 HELNQKFHTFDRYRSQSSAK
257 GGGGTAGEEAPRARPEGTPR 319 LNQKFHTFDRYRSQSSAKEK
258 GGTAGEEAPRARPEGTPRRA 320 QKFHTFDRYRSQSSAKEKPS
259 TAGEEAPRARPEGTPRRAAK 321 FHTFDRYRSQSSAKEKPSPP
260 GEEAPRARPEGTPRRAAKTV 322 TFDRYRSQSSAKEKPSPPGG
261 EAPRARPEGTPRRAAKTVAH 323 DRYRSQSSAKEKPSPPGGRP
262 PRARPEGTPRRAAKTVAHTE 324 YRSQSSAKEKPSPPGGRPGL
263 ARPEGTPRRAAKTVAHTEGY 325 SQSSAKEKPSPPGGRPGLSQ
264 PEGTPRRAAKTVAHTEGYPS 326 SSAKEKPSPPGGRPGLSQHR
265 GTPRRAAKTVAHTEGYPSFL 327 AKEKPSPPGGRPGLSQHRRH
266 PRRAAKTVAHTEGYPSFLSV 328 EKPSPPGGRPGLSQHRRHQS
267 RAAKTVAHTEGYPSFLSVEH 329 PSPPGGRPGLSQHRRHQSWS
268 AKTVAHTEGYPSFLSVEHSG 330 PPGGRPGLSQHRRHQSWSTF
269 TVAHTEGYPSFLSVEHSGLG 331 GGRPGLSQHRRHQSWSTFKS
270 AHTEGYPSFLSVEHSGLGLG 332 RPGLSQHRRHQSWSTFKSMT
271 TEGYPSFLSVEHSGLGLGPA 333 GLSQHRRHQSWSTFKSMTLG
272 GYPSFLSVEHSGLGLGPAYG 334 SQHRRHQSWSTFKSMTLGSL
273 PSFLSVEHSGLGLGPAYGSL 335 HRRHQSWSTFKSMTLGSLPP
274 FLSVEHSGLGLGPAYGSLQN 336 RHQSWSTFKSMTLGSLPPKP
275 SVEHSGLGLGPAYGSLQNPY 337 QSWSTFKSMTLGSLPPKPRE
276 EHSGLGLGPAYGSLQNPYGM 338 WSTFKSMTLGSLPPKPRERL
277 SGLGLGPAYGSLQNPYGMTF 339 TFKSMTLGSLPPKPRERLAL
278 LGLGPAYGSLQNPYGMTFQP 340 KSMTLGSLPPKPRERLALHR
279 LGPAYGSLQNPYGMTFQPPP 341 MTLGSLPPKPRERLALHRTA
280 PAYGSLQNPYGMTFQPPPPT 342 LGSLPPKPRERLALHRTAAW
281 YGSLQNPYGMTFQPPPPTPS 343 SLPPKPRERLALHRTAAWEP
282 SLQNPYGMTFQPPPPTPSAR 344 PPKPRERLALHRTAAWEPPE
283 QNPYGMTFQPPPPTPSARQV 345 KPRERLALHRTAAWEPPEPP
284 PYGMTFQPPPPTPSARQVPE 346 RERLALHRTAAWEPPEPPDG
285 GMTFQPPPPTPSARQVPEPG 347 RLALHRTAAWEPPEPPDGDF
286 TFQPPPPTPSARQVPEPGER 348 ALHRTAAWEPPEPPDGDFQT
287 QPPPPTPSARQVPEPGERSR 349 HRTAAWEPPEPPDGDFQTEV
288 PPPTPSARQVPEPGERSRTM 350 void
289 PTPSARQVPEPGERSRTMPR 351 SRTMPRTVPGSTMKLGSLER
290 PSARQVPEPGERSRTMPRTV 352 TMPRTVPGSTMKLGSLERKK
291 ARQVPEPGERSRTMPRTVPG 353 PRTVPGSTMKLGSLERKKLR
292 QVPEPGERSRTMPRTVPGST 354 TVPGSTMKLGSLERKKLRYS
293 PEPGERSRTMPRTVPGSTMK 355 PGSTMKLGSLERKKLRYSDL
294 PGERSRTMPRTVPGSTMKLG 356 STMKLGSLERKKLRYSDLDF
295 ERSRTMPRTVPGSTMKLGSL 357 MKLGSLERKKLRYSDLDFEK
296 SRTMPRTVPGSTMKLGSLER 358 LGSLERKKLRYSDLDFEKVM
297 TMPRTVPGSTMKLGSLERKK 359 SLERKKLRYSDLDFEKVMHT
298 PRTVPGSTMKLGSLERKKLR 360 ERKKLRYSDLDFEKVMHTRK
299 TVPGSTMKLGSLERKKLRYS 361 KKLRYSDLDFEKVMHTRKRH
300 PGSTMKLGSLERKKLRYSDL 362 LRYSDLDFEKVMHTRKRHSE
301 STMKLGSLERKKLRYSDLDF 363 YSDLDFEKVMHTRKRHSELY
302 MKLGSLERKKLRYSDLDFEK 364 DLDFEKVMHTRKRHSELYHE
303 LGSLERKKLRYSDLDFEKVM 365 DFEKVMHTRKRHSELYHELN
304 SLERKKLRYSDLDFEKVMHT 366 EKVMHTRKRHSELYHELNQK
305 ERKKLRYSDLDFEKVMHTRK 367 VMHTRKRHSELYHELNQKFH
306 KKLRYSDLDFEKVMHTRKRH 368 HTRKRHSELYHELNQKFHTF
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369 RKRHSELYHELNQKFHTFDR
370 RHSELYHELNQKFHTFDRYR
371 SELYHELNQKFHTFDRYRSQ
372 LYHELNQKFHTFDRYRSQSS
373 HELNQKFHTFDRYRSQSSAK
374 LNQKFHTFDRYRSQSSAKEK
375 QKFHTFDRYRSQSSAKEKPS
376 FHTFDRYRSQSSAKEKPSPP
377 TFDRYRSQSSAKEKPSPPGG
378 DRYRSQSSAKEKPSPPGGRP
379 YRSQSSAKEKPSPPGGRPGL
380 SQSSAKEKPSPPGGRPGLSQ
381 SSAKEKPSPPGGRPGLSQHR
382 AKEKPSPPGGRPGLSQHRRH
383 EKPSPPGGRPGLSQHRRHQS
384 PSPPGGRPGLSQHRRHQSWS
385 PPGGRPGLSQHRRHQSWSTF
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